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Zielsetzung

1. Zielsetzung

Elektrochemische Methoden zur Detektion von DNA-Hybridisierungen werden seit etwa 20
Jahren intensiver erforscht. Haufig werden dabei fir die Entwicklung neuer Sensorsysteme

oder Detektionsmethoden kiinstliche Oligonukleotide als Untersuchungsobjekt verwendet.

Sobald diese Methoden auf reale Proben angewandt werden, stellt sich fir den
Experimentator das Problem, dass er nicht nur die gesuchte DNA-Sequenz, sondern dariiber
hinaus noch eine groRe Menge nicht-spezifischer DNA vorliegen hat, die die Messungen
storen konnte. Auch weitere Matrixelemente, wie zum Beispiel Komponenten der PCR-
Losung, konnten sich duBerst storend auf die elektrochemischen Messungen auswirken.
AuBerdem liegt in der Natur die DNA in der Regel doppelstrangig vor. Diese Doppelstrange
missen vor einem Hybridisierungsassay voneinander getrennt werden, um eine

Hybridisierung mit einer immobilisierten Sonde auf einer Elektrode zu erméglichen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, die in der Arbeitsgruppe vorliegenden
Erkenntnisse zur Markierung von Oligonukleotiden auf PCR-amplifizierte Targets
anzuwenden. Dabei wurden zunachst kinstliche Templates fir die PCR eingesetzt.
Einzelstrange wurden aus den erhaltenen PCR-Produkten entweder durch enzymatischen
Abbau eines der Strange der DNA erhalten oder durch asymmetrische PCR, in der neben

dem Doppelstrang auch einzelstrangige DNA (ssDNA) produziert wird.

Letztere Methode wurde des Weiteren verwendet, um gentechnisch veranderten Mais zu
untersuchen. Dabei sollten im Wesentlichen zwei Maisgene sowie zwei Sequenzen, die das
Vorhandensein der gentechnischen Veranderung im Mais und die korrekte Lokalisation

dieser Veranderung im Maisgenom belegen, untersucht werden.

Dariber hinaus sollte nicht nur das Vorhandensein dieser Sequenzen in verschiedenen
Maismehlproben, sondern auch moglichst ein konzentrationsabhdngiger Nachweis der

gentechnischen Verdanderung in verschiedenen Maismehlgemischen erfolgen.
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2. Einleitung

DNA als Trager der Erbinformation ist ein interessantes Biomolekil, dessen
sequenzspezifischer Nachweis bei einer Vielzahl von molekularbiologischen [1],
medizinischen [2-4] und forensischen Fragestellungen [5, 6] von Bedeutung ist. Dabei
beruht nach wie vor ein Grol3teil der etablierten Untersuchungsmethoden auf der Detektion
mittels optischer Methoden wie der Farbung von Agarosegelen mit Ethidiumbromid,
Nachweis der Nukleinsduren im Blot mittels radioaktiv oder DIG-markierter Sonden oder
Fluoreszenzmarkern [1]. Bei all diesen Methoden gibt es wesentliche Nachteile. Die Farbung
von DNA in Agarosegelen erfolgt haufig mit toxischen oder kanzerogenen Stoffen, die
verschiedenen Methoden des Blottens von Nukleinsduren sind nicht nur sehr zeitaufwandig
durch die Ubertragung der Nukleinsiure auf die Membran, die folgenden Waschschritte und
die langwierige Hybridisierung mit den Sonden, sondern erfordern wahrend der Detektion
der Hybridisierung auch noch spezielle Labore (im Fall der radioaktiv markierten Sonden)
oder sind sehr kostspielig (im Fall der DIG-markierten Sonden). Letzteres ist ebenfalls ein
Nachteil beim Einsatz von Fluoreszenzmarkern bzw. mit Fluoreszenzmarkern markierten
Sonden beispielsweise in der Real-Time PCR (gRT-PCR). Daher werden zunehmend
Methoden gesucht, die die Analyse von DNA glinstiger machen und die dafir notigen Gerate

verkleinern.

Eine Moglichkeit dafiir stellt die elektrochemische Detektion von DNA dar. Allein die
exponentielle Zunahme der Artikel (nach Web of Knowledge: bis 1990 knapp 30 Artikel, von
1991-2000 fast 500 Artikel, ab 2000 bis heute 5770 Artikel, Sucheingabe: ,electrochemical
detection” und ,,DNA” in dem Bereich , Topic”) zeigt das wachsende Interesse an diesen

Methoden, die die Bereiche der Molekularbiologie mit der analytischen Chemie verbinden.

Einer der Pioniere auf dem Gebiet der elektrochemischen Detektion von DNA ist Palecek, der
bereits in den spaten 50er Jahren des 20. Jahrhunderts zeigte, dass Nukleinsduren
polarographisch nachgewiesen werden konnen [7, 8]. Die Arbeitsgruppe um Palecek war es
auch, die den elektroaktiven Marker Osmiumtetroxid einfiihrte [9, 10]. Ein weiterer
Durchbruch war die sequenzspezifische Detektion von DNA, wie sie 1993 von Millan und
Mikkelsen beschrieben wurde [11]. Inzwischen wurde die elektrochemische Detektion von

DNA mehrfach aus verschiedenen Perspektiven rezensiert [12-25]. Dabei kann die
2



Einleitung

elektrochemische Detektion auf verschiedenen Wegen erfolgen: Zum Einen gibt es
unterschiedliche Wege der markierungsfreien Detektionen [26-29]. Zum Anderen besteht
die Moglichkeit, die DNA mit Hilfe einer Markierung zu detektieren. Dabei kann diese
Markierung entweder eine redoxaktive Substanz sein, die sich in die doppelstrangige DNA
(dsDNA) aus Sonde und Target einlagert [30-32] oder es kann sich um eine kovalent
gebundene Markierung handeln. Diese kann entweder darauf beruhen, dass die zu suchende
DNA markiert ist [33, 34] oder dass nach der Hybridisierung zwischen Sonde und Target ein
markierter Reporterstrang an eine freie Stelle des Targets bindet [35]. Eine weitere
Moglichkeit besteht darin, an die Sonde einen markierten Reporterstrang zu hybridisieren,
der dann von dem nicht-markierten Target verdrangt wird. Dabei wird ein vorhandenes

elektrochemisches Signal verkleinert [36].

In der vorliegenden Arbeit wurde die Methode der kovalenten Markierung des
Targetstranges gewahlt. Dafir wurde der von Palecek eingefiihrte Marker [(OsO4)bipy]
verwendet [37]. Der Komplex reagiert mit den Pyrimidinbasen der DNA, Thymin und Cytosin,
sowie Uracil in RNA. Dabei werden die Osmat(Vl)ester unter Oxidation der Pyrimidinringe
gebildet [10]. Da der Komplex nur mit ssDNA reagiert, diese markierte DNA dann aber nicht
mehr mit ihrem komplementdren Strang hybridisieren kann, wurde die Markierung unter
Verwendung eines Schutzstrangs durchgefiihrt, wie sie in der Arbeitsgruppe um Flechsig
entwickelt und patentiert wurde [38, 39]. Einer der wesentlichen Aspekte dieser Arbeit ist
die Ubertragung der bekannten Methode auf den Einsatz bei PCR-Produkten und
Realproben. Dabei galt es, verschiedene Methoden zu entwickeln, um die normalerweise
doppelstrangigen PCR-Produkte in ssDNA umzuwandeln, damit die Markierung erméglicht
wird. Darliber hinaus wurden verschiedene Methoden entwickelt und untersucht, die fur die
Konstruktion eines elektrochemischen Sensors flir mehrere Realproben parallel erforderlich

sind.
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3. Theoretische Grundlagen

3.1.DNA
Desoxyribonukleinsdure (Deoxyribonucleic Acid, DNA) ist eine Nukleinsaure, die in allen

lebenden Organismen als Trager der Erbinformation dient. In einigen Viren kann diese
Funktion von der RNA Gbernommen werden. Die Struktur der DNA wurde 1953 von Watson
und Crick postuliert [40]. Diese definierten die DNA als zwei helikale, gegenldufige Ketten,
die um eine gemeinsame Achse gewunden sind, wahrend sich die Basen im Zentrum dieser
Ketten gegeniiber stehen. Die einzelnen Bausteine der DNA, die Nukleotide, bestehen aus
einem Phosphatrest, der Uber die Hydroxylgruppe des 5‘-Kohlenstoffs der Pentose
Desoxyribose mit dieser verestert ist und einer Pyrimidin- oder Purinbase, die mit der
Pentose liber eine glykosidische Bindung an deren 1‘-Kohlenstoff verknipft ist. Als Nukleosid
beschreibt man den Baustein bestehend aus Base und Desoxyribose. Dieser Aufbau ist

schematisch in der Abbildung 1 dargestellt.

Nukleosid

Nukleosidtriphosphat = Nukleotid

Abbildung 1: Schematischer Aufbau der Nukleotide

Die Pyrimidinbasen sind Thymin und Cytosin, die Purinbasen sind Adenin und Guanin, wobei
in der DNA die Basen Adenin und Thymin (ber zwei Wasserstoffbriickenbindungen und
Cytosin und Guanin lber drei Wasserstoffbriickenbindungen komplementar verbunden sind

[41], wie es in der Abbildung 2 dargestellt ist.
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Abbildung 2: Chemische Struktur der DNA
entnommen von http://commons.wikimedia.org/wiki/File:DNA_chemical_structure.svg vom
10.01.2013

Diese komplementdre Basenpaarung stellt die Grundlage dafiir dar, dass bei der DNA-
Replikation wahrend der Zellteilung die Sequenz der DNA erhalten bleibt und damit die
genetische Information auf die nachste Generation libertragen wird. Dariiber hinaus bildet
es in der Molekularbiologie die Grundlage verschiedener Detektionsmethoden von
Nukleinsduren, bei denen eine Sonde mit einem komplementaren Target-Strang hybridisiert
und diese Hybridisierung in einer bestimmten Form detektiert wird. Eine der ersten
Methoden, die DNA sequenzspezifisch zu detektieren, wurde dabei 1975 von Southern [42]
entwickelt. Dabei wird die DNA aus einem Agarosegel auf eine Membran transferiert und
dort fixiert. Die Hybridisierung der DNA auf der Membran erfolgt mit einer in Losung
befindlichen Sonde (radioaktiv oder DIG-markiert). Der Nachweis dieser Hybridisierung kann
dann optisch erfolgen. Analog dazu erfolgt die Detektion von RNA im Northern Blot [43].

Eine weitere Moglichkeit ist die Analyse von Nukleinsduren mit Microarrays. Diese werden
5
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im Wesentlichen dazu eingesetzt, Unterschiede auf genomischer Ebene zwischen
verschiedenen Organismen zu erhalten oder unterschiedliche Transkriptionsmuster
innerhalb eines Organismus zu untersuchen [44]. Ein weiteres Einsatzgebiet von Microarrays
ist die forensische Analyse, in der sie zum Beispiel fiir die SNP-Analyse eingesetzt werden

kénnen [45].

In der Regel liegt DNA in ihrer natirlichen Form als Doppelstrang vor. Die Auftrennung in
Einzelstrange wird als Schmelzen oder Denaturierung bezeichnet, wobei dieser Prozess im
Gegensatz zu der Denaturierung von Proteinen meistens reversibel ist. Die Denaturierung
kann durch erhéhte Temperatur oder durch eine mild-alkalische Behandlung erfolgen [46].
Der Schmelzpunkt der DNA richtet sich dabei nach der Lange der DNA, der lonenstarke des

Losungsmittels und der Sequenz der DNA [46].

3.2. PCR (Polymerase Chain Reaction)

Die Polymerase-Kettenraktion dient der Vervielfaltigung von DNA. Dabei hat sie sich seit
ihrer Erfindung in Jahr 1986 [47] zu einer weit in der Biologie und Medizin verbreiteten
Methode entwickelt [48]. Fur die PCR werden zwei kurze einzelstrangige Oligonukleotide,
die komplementar zu den Enden einer bestimmten Zielsequenz sein muissen, bendtigt.
Darliber hinaus muss diese Zielsequenz als Matrize (Template) vorliegen. Des Weiteren
werden Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs) und eine thermostabile Polymerase mit

dem entsprechenden Puffersystem bendtigt [48].
Die PCR erfolgt in der Regel nach folgendem Schema (grafisch in Abbildung 3 dargestellt):
1. Denaturierung der DNA: Durch Erhitzen auf Giber 90 °C wird die dsDNA aufgeschmolzen.

2. Annealing der Primer: Die Primer lagern sich an die komplementaren Abschnitte in der
Matrizen-DNA an. Dieser Schritt erfolgt meist bei 50-60 °C. Es ist darauf zu achten, dass die

Annealingtemperatur unterhalb der Schmelztemperatur der Primer liegt.

3. Elongation: Die Synthese der DNA erfolgt durch Einbau der dNTPS durch die Polymerase
entsprechend der komplementaren Matrize. Die Temperatur dieses Schritts wird durch das
Temperaturoptimum der verwendeten Polymerase bestimmt und liegt i.d.R. zwischen 72

und 75 °C.
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. Primer
Primer

v
]

Abbildung 3: Grafische Darstellung der PCR
Schritt 1: Denaturierung, Schritt 2: Anlagerung der Primer (Annealing), Schritt 3: Synthese der
DNA durch die Polymerase (P) entlang der komplementaren Matrize (Elongation)

Die ersten Experimente zur PCR erfolgten mit nicht thermostabiler Polymerase [47]. Diese
hatten den Nachteil, dass nach jedem Denaturierungsschritt neues Enzym zugegeben
werden musste. Das verhinderte die Automatisierung der PCR und war dariber hinaus
dullerst zeitintensiv und fir Standardanwendungen aufgrund des hohen Verbrauchs an
Enzym zu teuer. Der Durchbruch der Methode erfolgte mit Hilfe der Einfiihrung
thermostabiler Polymerasen [49]. Diese werden heute durch eine grolRe Vielzahl von Firmen

mit verschiedensten Spezifikationen vertrieben.

Die PCR wird in vielen Feldern eingesetzt. So werden mittels PCR DNA-Sequenzen

amplifiziert, um sie in Vektoren zu ligieren [50-52] oder sie als Sonden zu verwenden [53].

7
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Sie kann auch eingesetzt werden, um Mutagenese zu betreiben [54, 55] oder nach
verschiedenen Mutationen oder Krankheiten zu suchen [4, 56]. Ein weiteres Einsatzgebiet
der PCR liegt in dem Bereich der forensischen Analyse. Hier wird die PCR eingesetzt, um
genetische Fingerabdriicke zu erstellen [57, 58] oder mogliche Vaterschaften zu klaren [48].
Dariber hinaus kann die PCR auch genutzt werden, um Mikroorganismen nachzuweisen und
damit Qualitatskontrollen im Bereich der Wasseranalyse oder verschiedener
Produktionsprozesse zu betreiben [59-62]. Bei den meisten dieser Anwendungen werden die
Primer im dquimolaren Verhaltnis eingesetzt (symmetrische PCR), was eine exponentielle
Vermehrung der DNA innerhalb der PCR zur Folge hat. Daneben gibt es noch die
asymmetrische PCR, bei der ein Primer in hohem Uberschuss zugegeben wird und das PCR-
Produkt lediglich linear vermehrt wird [48]. Der Vorteil dieser Methode liegt darin, dass ein
lberwiegend einzelstrangiges PCR-Produkt entsteht [63], welches in der vorliegenden Arbeit

fir die Markierung der Targets benotigt wurde.

3.3. Gelelektrophorese

In der Elektrophorese werden die einzelnen Bestandteile eines Teilchengemisches aufgrund
ihrer Ladung und GroRe in einem elektrischen Gleichstromfeld voneinander getrennt. Die
Gelelektrophorese gehort dabei zur der Untergruppe der Zonenelektrophorese mit einem

homogenen Puffer und einer stabilisierenden Matrix [64].

Die Wanderungsgeschwindigkeit eines geladenen Teilchens (v) wird bei der Elektrophorese
von der elektrischen Feldstirke (F), der Nettoladung des Teilchens (Q) sowie dem

Reibungskoeffizienten (f) bestimmt [64]:

Der Reibungskoeffizient hangt im Wesentlichen von der GrélRe und Form des geladenen
Teilchens, sowie der Viskositat des Puffersystems und der PorengroRe der Tragermatrix ab.
Das Agarosegel wirkt wie ein Molekularsieb. Fur kugelformige Teilchen kann nach Stokes der

Reibungskoeffizient ermittelt werden [64]:

f=6*T*1r*n
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Dabei ist "r" der Teilchenradius, bzw. in diesem Fall der Hydratradius und "n" die Viskositat

des Mediums.

Dies gilt nicht fiir alle Formen, fir z.B. langgestreckte Molekiile kdnnen nur Naherungswerte
berechnet werden. Dariliber hinaus beeinflussen die an den Elektroden angelegte Spannung

(U) und der Elektrodenabstand (d) die Wanderungsgeschwindigkeit geladener Teilchen [64]:
P U
S d

Da Reibungskraft und Wanderung gegenlaufig sind, bewegt sich ein geladenes Teilchen mit
konstanter Geschwindigkeit im elektrischen Feld. Man spricht dabei von elektrophoretischer
Mobilitat (u) [64]:

Y

HTF

Die elektrophoretische Mobilitat zweier zu trennender Teilchen muss i.d.R. unterschiedlich
sein, um eine Trennung in der Elektrophorese zu gewahrleisten. Da bei der DNA das
Verhaltnis von Ladung zu Hydratradius und damit zur GroRe bei unterschiedlichen Langen
nahezu identisch bleibt, ist bei ihrer Auftrennung im Agarosegel der Molekularsiebeffekt fir

die Trennung wesentlicher.

Als Tragermatrix fiir die Gelelektrophorese wird zur Trennung von DNA in der Regel Agarose
verwendet. Agarose wird aus den Zellwdnden ausgewahlter Rotalgen (Rhodophyceae)
gewonnen und besteht aus 1,3-glykosidisch verbundenen Einheiten von 1,4-glykosidisch
verknlpfter B-D-Galactopyranose und 3,6-Anhydro-a-L-Galactopyranose [65]. Das lineare
Molekiil zeigt wenig Interaktion mit Molekilen wie Nukleinsduren und Proteinen. Wird die
Agarose geschmolzen, verflechten sich beim Abkiihlen die langen unverzweigten Molekiile

zu Helices, die wiederum ein dreidimensionales Netzwerk bilden. Die PorengrofRe wird

hauptsachlich durch die Menge gelGoster Agarose bestimmt (z.B. 1 %[w/v] Agarose £ 150

nm) [64]. Im Agarosegel konnen ohne Spezialprotokolle DNA-Fragmente mit einer GroRe von

25 kBp bis 80 bp aufgetrennt werden [1].

Die Farbung der DNA im Agarosegel kann Uber verschiedene Farbstoffe, die in die DNA
interkalieren, erfolgen. Der verbreiteteste dabei ist Ethidiumbromid, es kdnnen allerdings

auch z.B. SYBR Green oder Methylenblau eingesetzt werden [1]. In dieser Arbeit wurde der
9
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kommerziell erhiltliche Farbstoff GelRed™ verwendet, der in der Regel vor dem Aufkochen

der Agarose zugegeben wurde.

3.4. Chemische Sensoren

Der Begriff des Sensors findet seit den siebziger Jahren des 20. Jahrhunderts eine
zunehmende Verbreitung. Im  Allgemeinen versteht man darunter einen Rezeptor
(Messfihler), der mit der Umwelt in direktem Kontakt steht, und einen Transduktor
(Wandler), der das primare Signal in elektrische Signale umwandelt [66]. Sensoren sollen in
direktem Kontakt mit den zu untersuchenden Objekten stehen, nichtelektrische
Informationen in elektrische Signale umwandeln, schnell ansprechen und moglichst

kontinuierlich operieren sowie klein und preisglinstig sein [66].

Im Gegensatz zum allgemeinen Sensorbegriff gibt es fir den Begriff des chemischen Sensors

eine offizielle Definition der IUPAC [67], die Ubersetzt folgendermalien lautet:

»Ein chemischer Sensor ist eine Anordnung, die chemische Informationen (diese reichen von
der Konzentration eines einzelnen Probenbestandteils bis zur Gesamtanalyse der
Zusammensetzung) in ein analytisch nutzbares Signal umwandelt. Die erwahnten
chemischen Informationen kdnnen von einer chemischen Reaktion der Probe oder von einer

physikalischen Eigenschaft des untersuchten Systems herriihren.”

Chemische Sensoren kénnen anhand des Operationsprinzips des Transduktors oder ihres
Anwendungsgebietes weiter unterteilt werden. Einen Spezialfall stellen dabei die auch in
dieser Arbeit verwendeten elektrochemischen Biosensoren dar. Diese definieren sich
Ubersetzt wie folgt: ,Ein elektrochemischer Biosensor ..nutzt ein biologisches
Erkennungselement (einen biologischen Rezeptor), der in direktem raumlichen Kontakt mit

einem elektrochemischen Transduktorelement steht.” [68]

Dieser biologische Rezeptor kann aus Enzymen, Antikdrpern, DNA oder Mikroorganismen
bestehen [69]. Der Transduktor (ibersetzt die biochemische Primarreaktion in ein optisches
oder elektrisches Signal. Der wohl am weitesten verbreitete elektrochemische Biosensor ist

der Glucose-Sensor von Clark [70], bei dem das Enzym Glucose-Oxidase auf einer Sauerstoff-

10
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Elektrode immobilisiert ist und die Umsetzung der Glucose entweder durch den

verbrauchten Sauerstoff oder das gebildete H,0, detektiert wird [69].

3.4.1. Hybridisierungssensoren

Eine Spezialisierung des Biosensors stellt der Hybridisierungssensor dar, der von der IUPAC in
einem technischen Report ausfihrlich beschrieben wird [71]. Bei diesem stellt in der Regel
ssDNA [72-74] oder ein Oligonukleotid, in dem Guanosin durch Inosin ersetzt wurde [75-77],
die immobilisierte Sonde dar. Die Immobilisierung kann durch Einlagerung der Sonde in eine
Polymermatrix [78] oder durch kovalente Bindung modifizierter Oligonukleotide an eine
modifizierte Elektrode [31, 79-81] erfolgen. Eine Variante der Modifizierung ist in Abbildung
4 dargestellt. Dabei wird ein Anilinderivat zunachst diazoniert. Dieses kann dann
elektrochemisch in ein Aryl-Radikal reduziert werden, das an die Elektrode bindet. Die
Carboxylgruppe der Arylgruppe wird dann in einem zweiten Schritt durch 1-Ethyl-3-(3-
Dimethylaminopropyl)-1-Carbodiimid Hydrochlorid (EDC) und N-Hydroxysuccinimid (NHS)
aktiviert, so dass im letzten Schritt ein mit einer Aminogruppe modifiziertes Oligonukleotid

kovalent an die modifizierte Elektrode gebunden werden kann.

(EOOH
.
Fl\ll EDC/NHS
N ™ NH2- "
O=(|: modifizierte O:T

ve /N, © DNA ©
—— I —_— i

Au Au Au

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Modifizierung einer Goldelektrode mittels Diazoniumsalz,
modifiziert nach [81]

Eine andere Moglichkeit der Sondenimmobilisierung ist die Ausbildung einer Self-Assembled
Monolayer (SAM) der Sonden auf dem Elektrodenmaterial [72, 82-85], wie sie fiir eine
Variante in Abbildung 5 schematisch dargestellt ist. Dabei wird in einem ersten Schritt die in

diesem Fall mit einem Thiol-Linker modifizierte Sonde auf der Elektrodenoberflache

11
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immobilisiert. Die noch verbliebene freie Flache wird in einem zweiten Schritt mittels z.B.
Mercaptohexanol verschlossen. Dabei werden dann auch die Sonden von der
Elektrodenoberflache aufgerichtet. Danach kann im letzten Schritt mit der so modifizierten

Elektrode  zwischen  komplementdren und nicht-komplementaren  DNA-Targets

5 3
Au Au %

Thiol-modifizierte
Sonde ‘ HS-(CH,)s-OH C-Target NC-Target

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Modifizierung einer Goldelektrode mit einer SAM
1. Immobilisierung der Sonde; 2. Nachbelegung mit Mercaptohexanol; 3. Sequenz-spezifische
Hybridisierung mit dem Target

unterschieden werden.

3.5. Elektrochemische Methoden

3.5.1. Zyklische Voltammetrie (CV)

Die zyklische Voltammetrie ist eine Technik, die sehr verbreitet ist, wenn es darum geht,
gualitative Informationen Uber elektrochemische Reaktionen zu erhalten [86-88]. Dabei wird
das an die Arbeitselektrode angelegte Potential Gber eine gewisse Zeit dreiecksférmig von
einer Anfangsspannung E; zu einer Umkehrspannung E, erhdht und dann wieder zur
Anfangsspannung gesenkt. Das Ergebnis dieses Potentialverlaufs wird als Strom-Potential-
Diagramm aufgenommen. Diesem kann man Aussagen Uber die fiir die Analyten
charakteristischen Oxidations- und Reduktionspotentiale entnehmen und daher
Informationen Uber die Thermodynamik von Redoxsystem erhalten. Des Weiteren gibt die
CV Auskunft Uber die Kinetik heterogener Elektronentransferprozesse, sowie Uber
angeschlossene Reaktionen und Adsorptionsprozesse an der Elektrode [88]. Man kann die

Potentialzyklen dabei beliebig oft wiederholen. In Abbildung 6 ist ein typisches zyklisches

12
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Voltammogramm dargestellt, das mit dem Redoxsystem Fe?*/Fe*" in einem wissrigen
Elektrolyten erhalten wurde. Die gemessenen Strome werden durch die Faraday‘schen
Stréme verursacht, die durch die Oxidation bzw. die Reduktion der Analyten an der

Elektrode entstehen [89].

100 4
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Abbildung 6: Zyklisches Voltammogramm des Redoxsystems Fe**/Fe** in wéssrigem Elektrolyten

In der vorliegenden Arbeit wurde die zyklische Voltammetrie zum Reinigen der Elektroden

[90] und zur Qualitatskontrolle der Elektroden verwendet.

3.5.2. Square-Wave Voltammetrie (SWV)

Bei der SWV wird eine treppenférmig oder linear ansteigende Spannung von einem
rechteckformigen Wechselspannungspuls liberlagert. Die Strommessung erfolgt jeweils am
Ende des positiven und des negativen Pulses, wie es in Abbildung 7 dargestellt ist. Es wird
die Stromdifferenz zwischen beiden Messungen berechnet und gegen die Spannung im
Diagramm aufgetragen, wodurch sich eine peakformige Strom-Spannungs-Kurve ergibt, die
Uberwiegend den Faraday’schen Strom reprasentiert [89]. Die Peakhohe ist dadurch
proportional zur Analytenkonzentration. Diese Methode ist nicht nur durch die
Differenzbestimmung relativ empfindlich, sie bietet dartiber hinaus noch den Vorteil, dass
eine Messung sehr schnell durchgefiihnrt werden kann und die verwendeten Elektroden

damit nur geringen Belastungen ausgesetzt sind [89]. Des Weiteren bietet die
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Geschwindigkeit der Methode die Moglichkeit, sie zur Messung in FlieRsystemen oder fiir

Kinetikstudien einzusetzen [88].
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Abbildung 7: Spannungs-Zeit-Funktion (A) und Strom-Spannungs-Kurve der SWV (B)
(A) modifiziert nach: http://en.wikipedia.org/wiki/File:Squarewave_Potential_Sweep.JPG, vom
04.02.2013

3.6. Elektrochemische Detektionsmethoden fiir DNA (Pub. 1)

Fur die Detektion von DNA gibt es neben den klassischen molekularbiologischen Methoden,
wie Southern Blot [42], Microarray-Analyse [44] und Sequenzierung [91] auch die
Moglichkeit der elektrochemischen Detektion. Dieses Feld der Analyse hat im Verlauf der
letzten 20 Jahre stark an Bedeutung zugenommen, wie die steigende Anzahl an
Veroffentlichungen in diesem Feld belegt. Dabei wird zundchst haufig mit kinstlichen
Oligonukleotiden gearbeitet, erst danach erfolgt unter Umstinden eine Ubertragung der
entwickelten Methoden auf Realproben. Dieser Aspekt wurde in der Publikation 1 der
vorliegenden Arbeit genauer betrachtet. Der Experimentator muss bei der Arbeit mit
Realproben verschiedene Hirden bewaltigen. Zum Einen stellt in der Regel die gesuchte
DNA-Sequenz nur einen sehr kleinen Teil der Gesamt-DNA dar. Haufig wird diese dann
mittels PCR vervielfaltigt, um spezifische Signale zu erhalten. Zum Anderen ist der Einfluss
von Matrixelementen wie Enzymrickstanden oder Pufferkomponenten zu bericksichtigen.

Die Detektion der DNA kann mittels verschiedener Methoden erfolgen.
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3.6.1. Detektion von unmarkierter DNA

Eine der Varianten der elektrochemischen Detektion von DNA ist die Detektion unmarkierter
DNA. Palecek hat bereits 1958 und 1960 nachgewiesen, dass DNA elektrochemisch aktiv ist
und mittels oszillographischer Polarogaphie an der Quecksilbertropfelektrode nachgewiesen
werden kann [7, 8]. Da insbesondere das Guanin unter gidngigen elektrochemischen
Untersuchungsbedingungen elektrochemisch aktiv ist, kann dieses Signal zum indirekten
Nachweis der DNA dienen. Eine Form der unspezifischen Detektion von DNA wurde von
Tencaliec et al. gezeigt [92]. Dabei wurde Kalberthymus-DNA auf einer Elektrode
abgeschieden und die Guanosin-Oxidation detektiert. Verschiedene toxische Substanzen
wurden mit der so modifizierten Elektrode in Kontakt gebracht und der Abfall des Guanosin-
Signals beobachtet, wodurch Riickschliisse auf den Grad der DNA-Schadigung gezogen
werden konnten. Der Nachweis von sequenzspezifischer DNA-Hybridisierung gelang Wang et
al. mit einer an eine Inosin-haltige Sonde komplementar hybridisierten DNA [93, 94]. Diese
Variante des Nachweises wurde von Wangs Arbeitsgruppe durch den Einsatz biotinylierter
Fangersonden noch optimiert [95]. Dabei wurde das gesuchte Target mit diesen Sonden
hybridisiert. Die Reinigung und Konzentration des Komplexes erfolgte mittels Streptavidin-
Uberzogener ,Magnetic Beads”. Der Komplex wurde dann von den Beads gel6st und
aufgespalten und es erfolgte die Bindung des Targets an die Inosin-haltige Sonde, wo der
Nachweis erfolgen konnte. Auch die Arbeitsgruppe um Ozsoz nutzte Inosin-haltige Sonden
auf verschiedenen Kohleelektroden zum sequenzspezifischen Nachweis von DNA [75-77, 96].
Eine weitere Methode wurde von Mohan et al. beschrieben [97]. Dabei wurde die
Hybridisierung von einer ssDNA-Sonde, die an einer Glaskohleelektrode immobilisiert war,
mit verschiedenen ssDNA-Targets mittels Impedanz-Spektrographie ermittelt. Es konnte ein
Target mit einer Fehlpaarung (mismatch) von einem vollstdndig komplementédren Target
unterschieden werden. Auch Wu et al. nutzten die markierungsfreie Detektion zum
sequenzspezifischen Nachweis von DNA [98]. Bei dieser Methode wurden Sonden an
goldbeschichtete Graphitelektroden gebunden. Die Messung erfolgte mittels stromloser
Potentiometrie. Es ergaben sich nach Hybridisierung mit den verschiedenen Targets (1
mismatch, 3 mismatches, komplementares Target) unterschiedliche Potentiale. Diese
wurden zur Bestimmung der Hybridisierung herangezogen. Auch mittels elektrochemischer
Impedanzspektroskopie (EIS) kann DNA markierungsfrei detektiert werden [78, 99]. Dies

wurde unter anderem von Corrigan et al. beschrieben [27]. Ihnen gelang damit der Nachweis
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von Methicillin-resistenten Staphylococcus aureaus lsolaten. Es wurden doppelstrangige
PCR-Produkte mittels A-Exonuklease-Behandlung in ssDNA umgesetzt, deren Detektion mit
EIS erfolgte. Auch Zhou et al. nutzten die EIS zum elektrochemischen Nachweis von
sequenzspezifischer DNA [29]. Dabei verstarkten sie das Signal durch einen ,Super-Sandwich
Assay“. Das Target war so konstruiert, dass es einerseits an eine immobilisierte Fangersonde
und anderseits am anderen Ende eine weitere Fangersonde binden konnte, an die dann
wieder weitere Targets komplementar hybridisierten. Eine andere Variante der Verstarkung
von EIS-Signalen wurde von Zhu et al. prasentiert [100]. Sie nutzen Kohle-Nanoréhrchen zur
Verbesserung der Anlagerung von Sonden auf die Elektrodenoberfldche. Chen et al. zeigten
auf, dass mittels EIS auch die Konformationsdanderung der DNA (flexible ssDNA gegeniiber
starrer dsDNA), nachgewiesen werden kann [101]. Verschiedene Aspekte der elektrischen
Grenzschichten fiir die markierungsfreie Detektion von DNA wurden von Gebala und
Schuhmann rezensiert [25]. Wenn Realproben analysiert werden sollen, bei denen die
Targets mittels PCR amplifiziert werden, dann besteht dariber hinaus die Moglichkeit, die
Abnahme der Konzentration an freien Desoxyguanosintriphosphaten (dGTP) in der PCR-
Losung zu detektieren [102]. Dabei wird allerdings auf den sequenzspezifischen Nachweis

verzichtet.

3.6.2. Detektion von markierter DNA

Neben den verschiedenen Varianten der Detektion von unmarkierter DNA gibt es auch die
Moglichkeit, die Hybridisierung mittels elektrochemisch aktiver Marker zu detektieren. Diese
konnen dabei nach erfolgreicher Hybridisierung mittels ionischer Bindung oder Interkalation
in die dsDNA die erfolgte Hybridisierung von Sonde und Target nachweisen. Daneben kann
die Markierung auch mittels kovalent gebundener Marker erfolgen. Es kann sowohl das

Target als auch die Sonde markiert sein.

3.6.2.1. Markierung durch Interkalation oder ionische Bindung
Ein weit verbreiteter Interkalator fiir die Detektion von sequenzspezifischer DNA in der
Elektrochemie ist Methylenblau (MB) [82, 103-110], das in einer reversiblen Redoxreaktion

zum Leukomethylenblau reduziert werden kann [66], wie es in Abbildung 8 dargestellt ist.
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Die verschiedenen Varianten der Interkalation und Anlagerung und die daraus
resultierenden Signale wurden von Farjami et al. untersucht [111]. In Experimenten mit
unterschiedlich langen ssDNA-Haarnadel-Sequenzen fanden sie heraus, dass das MB-Signal
von der Lange der DNA-Sequenz und von der Anwesenheit von GC-Paarungen in der Duplex-
Struktur abhangt. So ist das MB-Signal bei einer 27 Nukleotide langen ssDNA-Haarnadel-
Struktur hoher als bei der korrespondierenden dsDNA, wahrend es bei einer 20 Nukleotide

langen ssDNA-Haarnadel-Struktur niedriger gegentliber der entsprechenden dsDNA ist.

H
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Methylenblau Leukomethylenblau

Abbildung 8: Redoxreaktion von Methylenblau bei pH >6

MB wurde auch von Erdem et al. eingesetzt, um Microcystis spp. an Kohlepasteelektroden zu
detektieren [112]. Sie konnten dabei zwischen komplementaren, 1-Basen-mismatch- und 2-
Basen-mitmatch-Targets unterscheiden. Das Methylenblau-Signal war dabei umso kleiner, je
effektiver die Hybridisierung zwischen Sonde und Target war, da sich MB besser an ssDNA
als in dsDNA anlagert [113]. Des Weiteren nutzten Marques et al. MB als elektrochemisch
aktiven Indikator zum Nachweis von DNA [114]. Sie verwendeten CV und Chronocoulometrie
(CC), um Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNPs) in Realproben zu detektieren. Dabei wurde
die erfolgreiche Hybridisierung des gesuchten Targets mit einer auf der Elektrode
immobilisierten Sonde mittels CV nachgewiesen, die Allel-Zusammensetzung der SNPs

wurde mittels CC nachgewiesen.

Eine Markierung durch Anlagerung an das negativ geladene Riickgrat der DNA wurde von
Fang et al. beschrieben [115]. Bei dieser Methode wurde eine PNA-Sonde auf der Elektrode
immobilisiert und mit einem DNA-Target hybridisiert. Die Markierung erfolgte mit einem
Ferrocen-enthaltenden kationischen Polythiophen, das sich (iber ionische Bindungen an die
DNA anlagert. Ahnliches wurde auch von Hejazi et al. beschrieben [116], wobei hier mit MB

als Indikator gearbeitet wurde.
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Weitere Interkalatoren, die fiir den Nachweis von sequenzspezifischer DNA eingesetzt
wurden, sind  zum Beispiel  ein Luteolin-Kupfer-Komplex  [117], Di(1,10-
phenanthrolin)(Imidazo[f]1,10-phenanthroline)cobalt(ll) [31], Hoechst 33258 [118, 119],
Anthrachinon Monosulfonsdure (AQMS) [74], Acridinorange [120], Proflavin [121] oder
Daunomycin [122]. Eine Zwischenform zwischen Markierung durch Interkalatoren und
kovalente Bindung von elektrochemisch aktiven Substanzen wurde von Won et al
vorgestellt [123]. Sie wiesen in Realproben Chlamydia trachomatis durch CC nach. Die
Detektion erfolgte mittels eines Anthrachinon-Biotin-Komplexes, der mit dem Anthrachinon-
Teil in die DNA interkaliert, wahrend der Biotin-Teil von einem Streptavidin-Peroxidase-
Komplex kovalent gebunden wird. Das Enzym oxidiert 4-Chloronaphtol unter Anwesenheit

von H,0, in ein unl6sliches Produkt, welches sich auf der Elektrodenoberflache ablagert.

3.6.2.2. Markierung durch kovalente Bindung

Die kovalente Bindung von elektrochemisch aktiven Markierungen an die DNA hat fiur die
spatere Detektion verschiedene Vorteile. Zum Einen ist neben der Hybridisierung von Sonde
und Target kein weiterer Reaktionsschritt noétig, in dem die elektrochemisch aktive
Markierung mit der DNA reagiert. Zum Anderen erhdlt man nur dann ein Signal, wenn
tatsachlich eine komplementdre Basenpaarung zwischen Sonde und Target stattgefunden
hat, wahrend bei Interkalatoren haufig auch schon die ssDNA-Sonde ein Signal ergibt [112].
Es gibt verschiedene Maoglichkeiten, wie der elektrochemisch aktive Marker in die Reaktion
eingeflihrt werden kann. Entweder ist das Target markiert [124, 125] oder es wird mit einer
markierten Sonde gearbeitet, die mit dem auf der Elektrode immobilisierten Target
hybridisiert [126] bzw. die neben der auf der Elektrode immobilisierten Fanger-Sonde
zusatzlich am Target bindet [35]. Darliber hinaus gibt es auch die Moglichkeit, einen an die
Sonde gebundenen Signalstrang zu verdrangen [36] oder dem unmarkierten Target
markiertes Target beizumischen und dieses Gemisch einem kompetitiven Bindungs-Assay an
der Elektrode auszusetzen [127]. In beiden Féllen sinkt das elektrochemische Signal, wenn

komplementares Target in der Hybridisierungslosung vorhanden ist.

Die Markierung des Targets kann Uber eine Biotinylierung erfolgen, wie es von Wang et al.
beschrieben wurde. An die biotinylierten Targets wurden Streptavidin-lberzogene

Goldnanopartikel gebunden [128], an die dann noch Silber angelagert wurde [129]. Die
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Targets wurden mit den an Magnetic Beads gebundenen Sonden hybridisiert, Gber die dann
auch die Reinigung des Sonden-Targets-Komplexes erfolgte. Die Gold- oder Silbermarkierung
wurde mittels inverser Voltammetrie detektiert. Ahnliches wurde von Yeung et al.
beschrieben, wobei sie mittels asymmetrischer PCR amplifizierte Targets nachwiesen [130].
Weitere Einsatzmodglichkeiten von Magnetic Beads fiir die elektrochemische Detektion von
DNA wurden dariiber hinaus von Palecek und Fojta rezensiert [131]. Auch Schiiler et al.
beschrieben Biotin-markierte Targets [132]. Allerdings erfolgte die Detektion in diesem Fall
durch die Bindung eines Streptavidin-Peroxidase-Komplexes an die Biotin-Markierung, durch
dessen Enzymaktivitat Silbernanopartikel zwischen Mikroelektroden gebildet wurden. Die
erhohte Leitfahigkeit diente als Nachweis der komplementdaren Basenpaarung zwischen
Target und Sonde. Der Einbau der Biotin-Markierung, an die Streptavidin-Enzym-Komplexe
binden, deren Enzymaktivitat fir die Nachweisreaktion der Hybridisierung verantwortlich ist,
kann auch wahrend der Herstellung der Targets mittels PCR erfolgen. Dabei kann sowohl der
Primer biotinyliert sein [33], als auch biotinyliertes dCTP wahrend der PCR ins Target
eingebaut werden [133]. Biltow und Lisdat beschrieben die parallele Detektion zweier
Targets auf einer Elektrode, die mit zwei verschiedenen Sonden belegt war [124]. Die Targets
waren kovalent mit Ferrocen bzw. Methylenblau markiert, die Detektion von parallel
hybridisierten Targets an die Sonden erfolgte mittels Differential Puls Voltammetrie (DPV).
Eine weitere Methode der Markierung von Targets wurde von Silvestri et al. dargestellt
[134]. Sie demonstrieren die direkte Markierung der Target-DNA mit Glucoseoxidase, deren
Aktivitat durch Umsetzung eines Redoxmediators detektierbar ist. Auch die in unserer
Arbeitsgruppe verwendete Markierung mit [OsOg4(bipy)] stellt eine kovalente Bindung dar
[10], wie es in Abbildung 9 dargestellt ist, da der Osmat(Vl)ester unter Oxidation des

Pyrimidinrings gebildet wird.

o N
N HN \// X

+ [0sO4 (bipy)] os.
SOy e, TR
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H |
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Abbildung 9: Darstellung der Reaktion von Osmiumtetroxidbipyridin mit der Base Thymin
nach [10]
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Dabei wird zunachst die gesuchte Sequenz des Targets mittels eines teilkomplementaren
Schutzstrangs geschiitzt, dann erfolgt die Markierung mit [OsO4(bipy)]. Die Hybridisierung
von immobilisierter Sonde und Target erfolgt unter Verdrangung des Schutzstrangs [38, 39].

Diese Form der Markierung ist in Abbildung 10 schematisch dargestellt.

=

T% % [050,(bipy)]
X Basenfehlpaarung

| Target
| Schutzstrang
| Sonde

Abbildung 10: Schematische Darstellung der Markierung von DNA mit [OsO4(bipy)] und der Detektion an der
Goldelektrode

1. Hybridisierung von Target und Schutzstrang, 2. Markierung mit [OsOy4(bipy)], 3.
Hybridisierung des Targets an die komplementare Sonde unter Verdrangung des Schutzstrangs

Mittels dieser Markierung gelang nicht nur der sequenzspezifische Nachweis von DNA an
geheizten Elektroden [125] oder, wie in den Publikationen zur vorliegenden Arbeit
beschrieben, in geheizter Losung sondern auch der nicht-sequenzspezifische Nachweis von
tRNA [135]. Lermo et al. bewiesen den Nachweis von PCR-Produkten [136]. Die PCR erfolgte
dabei mit einem biotinylierten und einem DIG-markierten Primer. Die Biotin-Markierung
diente der Immobilisierung auf Streptavidin-Uberzogenen Magnetic Beads, an die DIG-
Markierung wurde ein Anti-DIG-Enzym-Komplex gebunden. Dieser katalysierte die
Umsetzung von H,0, mit Hydrochinon als Mediator, was mittels Chronoamperometrie

nachgewiesen werden konnte.

Neben dem Target kann auch die Sonde markiert werden. So beschrieb die Arbeitsgruppe
um Sun die Markierung der Sonde mit PbS- und CdS-Nanopartikel [137-139]. Dabei wurden
die unmarkierten Targets immobilisiert, dann erfolgte die Zugabe der Sonde. Fir die
Detektion wurde die Nanopartikel-Markierung in Salpetersaure geldst und die Metallionen
durch inverse Voltammetrie nachgewiesen. Bei Dong et al. [140] wurde eine adhnliche

Nachweismethode beschrieben, allerdings waren die Metall-Nanopartikel hier mittels
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Streptavidin-Biotin-Bindung an die biotinylierten Sonden gebunden. Die Biotinylierung der
Sonde wurde auch von Pividori et al. [126] dargelegt. In diesem Fall wurde doppelstrangige
Target-DNA an der Elektrode immobilisiert und nach Denaturierung in Einzelstrange mit
einer Biotin-markierten Sonde hybridisiert. An diese band wiederum ein Streptavidin-Enzym-
Komplex und die Enzymaktivitdt konnte mit einem redoxaktiven Substrat nachgewiesen
werden. Ahnliches beschrieben auch Azek et al. [141]. Aguilar und Patolsky et al. zeigten auf,
dass auch die Sonde direkt mit einem Enzym funktionalisiert werden kann [142, 143].
Ahnliches wurde auch von Zhang et al. dargelegt [144]. Eine weitere Methode des
Nachweises von sequenzspezifischer DNA wurde von Huang et al. belegt [35]. Sie nutzen
Biotin-markierte Fangersonden, um ein unmarkiertes Target an Streptavidin-beschichtete
Kohlepasteelektroden zu binden. An dieses band eine Fluoreszin-markierte Detektorsonde,
die mittels eines Komplexes aus einem Antikorper gegen Fluoreszin und einer Peroxidase,
die das Substrat K-Blau umsetzt, amperometrisch nachgewiesen werden konnte. Eine
weitere Moglichkeit der elektrochemischen DNA-Detektion wurde von Ferguson et al.
aufgezeigt [145]. Sie nutzen eine MB-markierte Sonde, die ohne vorhandenes Target in der
Losung eine Haarnadelstruktur ausbildet und damit das MB in direkte Nahe zur Elektrode
bringt, was zu einem hohen Basissignal flihrte. Sobald komplementares Target in der Losung
vorhanden war, bildete sich zwischen Sonde und Target ein Doppelstrang aus, wodurch das

MB weiter von der Elektrode entfernt war, was zu einem Signalabfall fiihrte.

Eine Kombination der kovalenten Markierung von Target oder Sonde fiihrten Fojta et al. ein
[146, 147]. Sie markierten das Target mit [OsO4(bipy)], um es dann mit einer biotinylierten
Sonde zu hybridisieren. Es wurden die Signale beider elektrochemisch aktiven Substanzen
gemessen und ins Verhdltnis gesetzt. Dieser Wert gab Aufschluss Uber die Anzahl der

gesuchten DNA-Triplets.

Eine weniger gangige Methode des elektrochemischen DNA-Nachweises wurde von
Duwensee et al. beschrieben [36]. Sie verwendeten ein mit [0sOy4(bipy)] markiertes
Signaloligonukleotid, das an der Fangersonde gebunden vorlag. Kam es zu einer
Hybridisierung mit einem unmarkierten Target, wurde das Signaloligonukleotid verdrangt,
das voltammetrische Signal nahm ab. Ein dhnliches Prinzip der kompetitiven Bindung wurde
auch von Panke et al. gezeigt [127]. Sie gaben dem nicht-markierten Target eine definierte

Menge von Methylenblau-markiertem Target hinzu. Je hoher der Anteil des unmarkierten
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Targets war, desto starker nahm das Hybridisierungssignal, verglichen mit einem Experiment

mit nur markiertem Target, ab.

Es ist zu beobachten, dass bei der kovalenten Markierung Biotin am weitesten verbreitet zu
sein scheint. Dieses hat den Vorteil, dass Nachweisreagenzien, wie Streptavidin-liberzogene
Magnetic Beads und Streptavidin-Enzym-Komplexe, kommerziell erhaltlich sind und damit

dem Experimentator viele Moglichkeiten offen halten.

Des Weiteren ist festzuhalten, dass bei der Arbeit mit Realproben i.d.R. das gesuchte Target
mittels PCR amplifiziert werden muss. Nur in Ausnahmefallen kann bisher darauf verzichtet
werden. Dies gilt im Wesentlichen dann, wenn die gesuchte Sequenz ohnehin in einer hohen
Anzahl in der Probe vorliegt, wie das bei bestimmten rRNA-Spezies der Fall ist [148] oder

auch bei sogenannter Satelliten-DNA vorkommt [149].

Insgesamt muss festgestellt werden, dass sich trotz der steigenden Zahl an Publikationen auf
dem Gebiet der elektrochemischen DNA-Detektion nur ein geringer Anteil mit Realproben
befasst, da verschiedene Matrixelemente der Proben und ein hoher Anteil an unspezifischer
DNA das Arbeiten mit Realproben deutlich gegenitber kiinstlicher Oligonukleotide

komplizieren.
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4. Ergebnisse und Diskussion

Die der vorliegenden Arbeit zugrunde liegenden Publikationen beschaftigen sich mit der
elektrochemischen Detektion von DNA in Realproben bzw. mit der Markierung
verschiedener DNA-Sequenzen gleichzeitig. Gemeinsam ist ihnen, dass sie verschiedene
Schritte auf dem Weg zu einem elektrochemischen DNA-Array darstellen, in dem mehrere
DNA-Sequenzen gleichzeitig elektrochemisch analysiert werden kénnen. Im weiteren Verlauf

dieses Kapitels werden die einzelnen Schritte anhand der Publikationen naher erlautert.

4.1. Elektrochemischer Nachweis von PCR-Produkten - Herstellung der

Einzelstrange mittels Exonuklease (Pub. 2)

Bei der elektrochemischen Markierung und Detektion eines PCR-amplifizierten Targets
stellte sich das Problem, dass die doppelstrangigen PCR-Produkte fiir die verwendete
Markierung in ssDNA Uberfiihrt werden miissen [150]. Daflir wurde einer der Primer mit
einer Phosphat-Gruppe am 5‘-Ende modifiziert. Mittels dieser Modifizierung wurde der
Abbau dieses Stranges der DNA durch die A-Exonuklease ermoglicht [151], wie es in
Abbildung 11 schematisch dargestellt ist. Dabei zeigten Untersuchungen der DNA im
Agarosegel, dass der Abbau der DNA nicht vollstandig war (Pub. 2, Fig. 1). Fir die
weiterfiihrenden Untersuchungen konnte diese Tatsache allerdings vernachladssigt werden.
Die A-Exonuklease wurde nach der Reaktion thermisch inaktiviert und die DNA gereinigt. Die
so erhaltene ssDNA wurde mittels der in der Arbeitsgruppe Flechsig entwickelten
Schutzstrang-Methode elektrochemisch markiert. Aus friiheren Untersuchungen war
bekannt, dass die Hybridisierungstemperatur bei der elektrochemischen Detektion von
Oligonukleotiden sowohl an geheizten Elektroden [125] als auch in geheizten Bulklésungen
[39] eine wesentliche Rolle spielt. Daher wurde auch hier der Einfluss dieses Faktors
untersucht. Es konnte nachgewiesen werden, dass eine Steigerung der
Hybridisierungstemperatur von Raumtemperatur auf 50 °C bereits nach nur 8 min eine
Verdreifachung der Signalhdhe zur Folge hatte. Bei einer Temperatur von 50 °C war die auf
der Elektrode immobilisierte Sondenschicht bereits nach 30 min gesattigt und die maximale
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Hybridisierungseffizienz damit erreicht, langere Hybridisierungszeiten wirkten sich sogar
eher negativ auf die erreichten Signale aus. Bei Raumtemperatur erreichten die
Hybridisierungssignale selbst nach 60 min nicht die Hohe wie die bei 50 °C nach 8 min (Pub.

2, Fig. 4).

Abbildung 11: Schematische Darstellung des A-Exonuklease-Abbaus
Schritt 1: PCR mit einem phosphorylierten und einem unmarkierten Primer, das Ergebnis ist
dsDNA, deren einer Strang am 5‘-Ende phosphoryliert ist; Schritt 2: A-Exonuklease-Behandlung,
es verbleibt ssDNA

Der Temperaturverlauf der Hybridisierungen verlief sigmoidal, wobei sich die
Hybridisierungssignale von 25-35 °C und die von 50-60 °C kaum voneinander unterschieden
(Pub. 2, Fig. 3). Im niedrigen Temperaturbereich von 25-35 °C ist davon auszugehen, dass die
Hybridisierungseffizienz mit der Sonde durch Ausbildung von Sekundarstrukturen innerhalb
des langen und Uberwiegend einzelstrdangigen Targets sowie der Sonde gehemmt ist. Im
hohen Temperaturbereich von 50-60 °C ist es moglich, dass positive Effekte der Temperatur
auf die Hybridisierungseffizienz durch negative Effekte der Temperatur auf die Stabilitat der
Sonden-SAM auf der Elektrode eliminiert werden. Die Sondenschicht wurde dabei in allen
dieser Arbeit zugrunde liegenden Experimenten mit der in Kapitel 3.4.1. und Abbildung 5
beschriebenen Methode hergestellt. Der stets verwendete Linker fir die Immobilisierung
der Sonde an der Goldelektrode ist in der Abbildung 12 dargestellt. Durch Reduktion seiner
drei Disulfidbriicken stehen sechs Thiolgruppen fiir eine stabile Bindung der Sonde an die

Goldelektrode zur Verfligung.
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Abbildung 12: 3x 3‘-Disulfid- Linker der Firma Friz Biotech GmbH

Es konnte also mit diesen Untersuchungen nachgewiesen werden, dass die Schutzstrang-
Methode nicht nur fir die Markierung von Oligonukleotiden eingesetzt, sondern auch bei
der Markierung PCR-amplifizierter Targets angewendet werden kann. Darliber hinaus wurde
der Vorteil der Temperaturoptimierung der Hybridisierungsreaktion herausgestellt.
Nachteilig bei dieser Methode ist der Einsatz der A-Exonuklease zur Gewinnung von ssDNA.
Einerseits stellt das Enzym einen weiteren Kostenfaktor dar, der fir den langfristigen Einsatz
der elektrochemischen Detektion in DNA-Arrays nachteilig ist. Andererseits werden dadurch
weitere Arbeitsschritte (A-Exonuklease-Behandlung und anschlieBende Reinigung der DNA
vom Enzym und den Abbauprodukten der DNA) notwendig, die die eigentlich schnelle und

unkomplizierte Detektion konterkarieren.

4.2. Elektrochemischer Nachweis von PCR-Produkten - Herstellung der

Einzelstrange mittels asymmetrischer PCR (Pub. 3)

Wahrend die Herstellung von ssDNA mit der unter Kapitel 4.1. beschriebenen Methode
zusatzlich zur PCR eine weitere Enzymbehandlung und einen zusatzlichen Reinigungsschritt
erfordert, ermoglicht die asymmetrische PCR eine direkte Amplifikation von ssDNA. Dafr
wurde einer der beiden Primer im Uberschuss zugesetzt, die PCR-Produkte waren daher
dsDNA und ssDNA. Dabei wurde die ssDNA nur linear vermehrt [48] und nicht, wie bei der
PCR (blich, exponentiell. Die erhaltenen PCR-Produkte wurden in diesem Fall direkt fir die
Markierung eingesetzt, da davon ausgegangen wurde, dass die Bestandteile der PCR-L6sung
die nachfolgenden Reaktionen nicht wesentlich stéren wiirden. Die untersuchten Sequenzen
entsprachen im Wesentlichen denen aus Kapitel 4.1. (Pub.2), allerdings wurde der

Schutzstrang dahingehend modifiziert, dass die mismatches keine Thyminreste in der
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Targetsequenz betrafen, und bei der Markierung der Negativkontrolle wurde ein NC-
Schutzstrang eingesetzt. Es wurden der Einfluss von Temperatur und Hybridisierungszeit auf
die Hybridisierungseffizienz untersucht. Es konnte nachgewiesen werden, dass bei einer
Hybridisierungstemperatur von 50 °C auch nach 60 min Hybridisierungszeit keine Sattigung
der Sonden-SAM auf der Elektrode erreicht wird (Pub. 3, Fig. 3), was deutlich von den in
Kapitel 4.1 (Pub. 2) gezeigten Ergebnissen abweicht, denn bei dem Einsatz von mit A-
Exonuklease hergestellten einzelstrangigen Targets wurde eine Sattigung der SAM bereits
nach 30 min beobachtet, eine langere Hybridisierungszeit erzielte keine hoheren Signale. Es
ist zu vermuten, dass die geringere Hybridisierungseffizienz beim Einsatz von mit
asymmetrischer PCR hergestellten Targets zum Einen auf einer moglicherweise geringeren
Konzentration des einzelstrangigen Targets beruht und zum Anderen auf storende Effekte,
verursacht durch die ebenfalls in der Losung vorhandene dsDNA, zurlickzufiihren ist. Beide
Varianten kénnen auch fiir insgesamt niedrigere Hybridisierungssignale verantwortlich
gemacht werden. So war nach 15 min Hybridisierungszeit das Signal bei 50 °C
Hybridisierungstemperatur nur ungefahr doppelt so hoch wie bei Raumtemperatur (Pub. 3,
Fig. 3), wahrend es bei Targets, die mit A-Exonuklease-Behandlung hergestellt wurden, unter
gleichen Bedingungen etwa dreimal so hoch war (Pub. 2, Fig. 4). Auch der Temperaturverlauf
zeigte bei der Verwendung des mit asymmetrischer PCR hergestellten Targets keinen
sigmoidalen Verlauf. Hier war ein eindeutiges Maximum bei 50 °C erkennbar, wahrend ab
55 °C die Signale wieder abfielen (Pub. 3, Fig. 4). Dies kann ebenso wie die insgesamt
niedrigeren Signale auf sterische Hinderungen durch die dsDNA bzw. auch auf Anlagerungen

durch moglicherweise aufgeschmolzene, nicht markierte DNA zurtickgefiihrt werden.

Da bei den in diesem Kapitel vorgestellten Experimenten die Negativkontrolle wahrend des
Markierungsprozesses mit einem NC-Schutzstrang behandelt wurde, war wahrend der
Markierung ein Teil der Zielsequenz zumindest temporar geschiitzt. Es konnte gezeigt
werden, dass die Hybridisierungssignale der Negativkontrolle deutlich héher waren als beim
Einsatz der mit A-Exonuklease behandelten Targets, wo auf einen Schutzstrang verzichtet
wurde (Kap. 4.1., Pub. 2). Dies wurde besonders bei 23 °C deutlich. Das Signal der
Negativkontrolle betrug noch ungefdhr 50 % des Signals des Targets mit normalem
Schutzstrang. Auch bei 50 °C war das Signal mit dem normalen Schutzstrang nur etwa 17 Mal
so hoch wie bei der Negativkontrolle mit dem NC-Schutzstrang (Pub. 3, Fig. 2). Bei dem mit

A-Exonuklease behandelten Target stand ein etwa 50 Mal hoéheres Signal bei 50 °C
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gegeniber der Hybridisierung mit dem ohne Schutzstrang markierten Target (Pub. 2, Fig. 2).
Der Unterschied zwischen Target und Negativkontrolle war also wesentlich deutlicher
herausgestellt. Hier wurde zusatzlich noch einmal nachgewiesen, dass zum Einen ein
vollstandig mit [OsO4(bipy)] markierter DNA-Strang nicht mehr zur Hybridisierung mit
seinem komplementdrem Strang in der Lage ist und zum Anderen, dass auch ein
lberwiegend NC-Schutzstrang bei einer Markierung bei RT fahig ist, die Zielsequenz

zumindest temporar zu schitzen.

Durch diese Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Herstellung der Targets
mittels asymmetrischer PCR moglich ist und der Einsatz dieser Targets in der Markierung und
Detektion ohne weitere Reinigungsschritte durchgefiihrt werden kann. Damit ist mit dieser
Methode ein wesentlicher Kosten- und Zeitfaktor gegentiber der in Kapitel 4.1. vorgestellten

Methode reduziert worden.

4.3. Elektrochemischer Nachweis von PCR-Produkten - Herstellung der

Einzelstriange mittels konvektiver PCR (Pub. 4)

Nachdem durch die in Kapitel 4.2. dargestellten Untersuchungen (Pub. 3) nachgewiesen
werden konnte, dass die Herstellung einzelstrangiger Targets mittels asymmetrischer PCR
erfolgen kann, wurde dieser Ansatz weiter verfolgt. Allerdings wurde die PCR in diesem Fall
nicht in einem Thermocycler durchgefiihrt, sondern es wurde auf das Prinzip der
konvektiven PCR zurlickgegriffen [152]. Dabei wird die PCR-Losung punktuell so weit erhitzt,
dass zum Einen an dieser Stelle die DNA denaturiert wird und sich zum Anderen um diese
Stelle herum eine konvektive Stromung einstellt. Dieses Prinzip wurde auch von der
Arbeitsgruppe um Braun verfolgt, wobei sie auf ein in die PCR-Losung eingetauchtes
Heizelement [153] oder eine extern punktuell geheizte PCR-Kammer zurlckgriffen, um die
Konvektion der PCR-Losung zu gewahrleisten. In unseren Experimenten wurde ein PCR-
ReaktionsgefdR (PCR-Eppi) mit einem direkt heizbaren Platindraht versehen und die
Temperaturkalibrierung der so entstandenen Drahtelektrode wie bereits beschrieben

durchgeflihrt [154]. Der elektrotechnische Aufbau fiir die Heizkalibrierung ist in Abbildung
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13B zu sehen, in der Abbildung 13A ist der generelle Aufbau des verwendeten PCR-Eppis

dargestellt.
A B Potentiostat
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Abbildung 13: Schematische Darstellung eines PCR-Eppis (A) und des elektrotechnischen Aufbaus fur eine
Temperaturkalibrierung (B)

Dort ist auch zu sehen, dass die PCR-Losung mit Mineral6l liberschichtet werden musste, um
die Verdunstung der Losung ausschliefen zu kénnen. Fiir die spdtere Temperierung des PCR-
Eppis fir die PCR wurden die in Abbildung 13B dargestellte Drossel sowie der Potentiostat
entfernt. Die Temperierung der PCR-Losung erfolgte ausschlielich durch Heizen des Drahtes
auf 89 °C. Die weiteren Temperaturzonen, die fiir eine erfolgreiche PCR nétig sind, wurden
durch die am Draht entstehende Konvektion erreicht, wie es in Figure 4 der Publikation 4
auch dargestellt ist. Dabei konnte nachgewiesen werden, dass mit dieser Methode eine
erfolgreiche symmetrische und asymmetrische PCR moglich ist. Dies wurde nicht nur mittels
Gelelektrophorese der PCR-Produkte gezeigt, sondern die mittels asymmetrischer PCR
amplifizierte DNA wurde auch markiert und elektrochemisch detektiert. Es zeigte sich, dass
die konvektive PCR bereits nach etwa 15-30 min eine Sattigung erreichte, obwohl im
Agarosegel noch nicht inkorporierte Primer sichtbar waren (Pub. 4, Fig. 1). Es ist davon
auszugehen, dass ein Teil der Losung sich in sogenannten ,toten Zonen“ also Zonen
innerhalb der Losung, die von der Konvektion nicht betroffen sind, abgelagert hat und damit

diese Primer fir die weitere PCR unzuganglich gemacht hat. Trotzdem erreichten die
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elektrochemischen Signale der mit konvektiver PCR produzierten Targets etwa 50 % der
Hohe der mittels konventioneller PCR amplifizierten Targets (Pub. 4, Fig. 2). Dabei ist zu
berlcksichtigen, dass die fiir die PCR bendétigte Zeit bei der konvektiven PCR weniger als die

Halfte gegentiber der normalen PCR betrug.

Es kann also zusammengefasst gesagt werden, dass mittels konvektiver PCR produzierte
ssDNA markiert und elektrochemisch detektiert werden kann. Dieser Ansatz stellt einen
wesentlichen Schritt zu einem elektrochemischen DNA-Array dar, da mittels dieser Methode
die Moglichkeit besteht, DNA in einem GefdR zu amplifizieren und diese, z.B. bei Einbau
eines weiteren Drahtes als Arbeitselektrode, auch zu detektieren. Daflir ware es lediglich
notig, die Sonde mit einem markierten Signaloligonukleotid zu hybridisieren, das dann von
den nicht-markierten Targets verdrangt wird, oder einen der Primer elektrochemisch zu

markieren und damit das PCR-Produkt direkt elektrochemisch detektierbar zu machen.

4.4. Multiple Markierung verschiedener Oligonukleotid-Targets (Pub. 5)

Nachdem in den vorangegangenen Kapiteln die Herstellung von einzelstrangigen Targets
mittels PCR fir die elektrochemische Detektion beschrieben wurde, soll jetzt die multiple
Markierung verschiedener Targets im Vordergrund stehen. Auch dieses stellt einen
wesentlichen Meilenstein auf dem Weg zu einem elektrochemischen DNA-Array dar, da in
einem solchen mit mehreren Elektroden verschiedene Sequenzen gleichzeitig analysiert
werden sollen. Es bestand also ein groRes Interesse daran, die Moglichkeit der multiplen
Markierung mittels der verwendeten Schutzstrang-Methode zu untersuchen. Wahrend in
den vorangegangenen Untersuchungen mit PCR-amplifizierten Targets gearbeitet wurde,
wurde bei diesen Experimenten wieder auf kinstliche Oligonukleotide als Targets
zurlickgegriffen, da nicht nur neue Sequenzen analysiert, sondern auch zum ersten Mal
mehrere verschiedene Sequenzen mit der Schutzstrang-Methode mit [OsOy4(bipy)] parallel
markiert werden sollten. Die Sequenzen stammen aus Mais bzw. gentechnisch verandertem
Mais und wurden von unseren Kooperationspartnern zur Verfligung gestellt. Zwei der
Sequenzen ermoglichten den Nachweis von Mais und dienten damit als Positivkontrolle

(SSIIB weist das Starke-Synthase-Gen nach und ivrp weist das Invertase-Gen nach) und die
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zwei anderen befdhigten zum Nachweis des cryla/b-Transgens in Mais (CRY) und der

Insertion des cryla/b-Transgens an der richtigen Stelle im Maisgenom (810).

Es wurden zunéachst alle Sequenzen einzeln markiert und beziglich der Temperaturoptima
der Hybridisierung analysiert. Erwartungsgemald zeigte sich bei allen vier Sequenzen, dass
eine Erhohung der Hybridisierungstemperatur von Raumtemperatur auf 50 °C sowohl die
Signalstarke als auch die Spezifitat erhoht. Darliber hinaus konnte nachgewiesen werden,
dass die Optimierung der Hybridisierungstemperatur duBerst wichtig ist. In den Figures 1C
und 1D (Pub. 5) wurde der Unterschied in den Hybridisierungssignalen zwischen ivrp und
810 bei 40 °C und 50 °C dargestellt. Dabei zeigte sich, dass bei ivrp deutlich niedrigere
Signale bei 40 °C arreicht wurden als bei 810, wahrend dieser Unterschied bei 50 °C nicht
mehr nachweisbar ist. Diese Unterschiede sind sehr wahrscheinlich auf unterschiedlich
stabile Sekundarstrukturen der ssDNA-Sonden zuruickzufiihren. Des Weiteren wurden
Untersuchungen mit Mischtargets mit zwei Sequenzen durchgefiihrt. Dabei konnte fir alle
Sondensequenzen gezeigt werden, dass nur dann signifikante Hybridisierungssignale
auftraten, wenn die jeweils komplementare Target-Sequenz im Mischtarget vorhanden war.
Die Signale der Negativkontrollen waren stets vernachlassigbar. Dies ist in den Figures 3A
und 3B (Pub. 5) und dariber hinaus in Abbildung 14 noch einmal ausfihrlicher graphisch
dargestellt. In Abbildung 14 sieht man aullerdem, dass die Signale von einzeln markiertem
Target und den Mischtargets mit zwei Sequenzen keine signifikanten Unterschiede

aufwiesen.

I/ pA

810  810/SSllb CRY/810 ivrp/810 ivrp/SSllb CRY/ivrp CRY/SSIIb
Target

Abbildung 14: Sonde 810 mit verschiedenen Mischtargets
Messung mit SWV in Tris-Puffer (10 mM Tris, 0,5 M Na,SO,4, pH 7,5 mit 200 Hz und 40 mV
Amplitude, Hybridisierung: 50 °C, 15 min, je Target 200 nM
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In der Figure 3C (Pub. 5) wurden dann die Ergebnisse der Messungen mit Mischtargets zur
Diskriminierung zwischen Sequenzen von Mais und gentechnisch verdandertem Mais
dargestellt. Dabei wurde die Detektion auf Mais mit einem Mischtarget mit den Sequenzen
ivrp und SSlIb durchgefiihrt, wahrend die Detektion auf gentechnisch veranderten Mais mit
einem Mischtarget aus den Sequenzen ivrp, SSIIB, 810 und CRY durchgefiihrt wurde. Beide
Mischtargets wurden jeweils mit allen vier Sonden hybridisiert. Man kann sehen, dass die
Sonden CRY und 810 nur bei den Mischtargets, die die Sequenzen fiur die gentechnische
Veranderung beinhalteten, Signale erzeugten, wahrend mit den Sonden fiir Mais (ivrp und
SSllb) bei beiden Targets Hybridisierungssignale erzielt werden konnten. Dabei fiel allerdings
auf, dass die Signale mit dem vier-Sequenzen-Mischtarget gegenliber dem mit nur zwei
Sequenzen um fast 50 % reduziert waren. Entweder ist die Hybridisierungseffizienz bei
diesem aufgrund der nichtkomplementidren DNA reduziert, oder der Grund flr die

niedrigeren Signale ist bereits in der geringeren Markierungseffizienz der Targets zu suchen.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass mit diesen Untersuchungen nachgewiesen werden
konnte, dass verschiedene Sequenzen parallel in einem Ansatz markiert werden kénnen.
Zum Teil kommt es dabei zu einem Verlust der Hybridisierungseffizienz, allerdings war es
trotzdem noch moglich, mit kinstlichen Targets zwischen Sequenzen von Mais und

gentechnisch verandertem Mais zu differenzieren.

4.5. Nachweis Kkleiner Mengen von gentechnisch verandertem Mais in

Maismehlproben (Pub. 6)

Nachdem der Nachweis von Mais und gentechnisch verandertem Mais mittels kinstlicher,
parallel markierter Oligonukleotide gezeigt werden konnte (Kap. 4.4.), sollten Targets mit
diesen Sequenzen mit asymmetrischer PCR hergestellt werden. Die dazu notige DNA als
Template fir die PCR wurde aus Maismehlproben, die uns von unseren
Kooperationspartnern zur Verflgung gestellt wurden, isoliert. Dies stellte eine weitere

Neuerung dar, da bisher synthetische ssDNA als Template in der PCR eingesetzt wurde.

Die Targets flr die ersten Experimente mit diesen Realproben wurden mit 100 % isogener

oder transgener DNA als Template fiir die PCR hergestellt und die Hybridisierungen zwischen
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markiertem Target und auf der Elektrode immobilisierter Sonde bei 50 °C durchgefihrt.
Dabei zeigte sich bei allen Sequenzen ein zeitabhdngiger Anstieg der Hybridisierungssignale,
wie es in den Figures 1A (Sequenz ivrp, Targetlange: 104 b) und 1B (810, 92 b) (Pub. 6) sowie
in der Abbildung 15 (A: SSlib, 151 b; B: CRY, 113 b) dargestellt ist. Es wurde darliber hinaus in
allen Diagrammen deutlich, dass keine Signale erzielt werden konnten, wenn bei der
asymmetrischen PCR der falsche Primer im Uberschuss eingesetzt wurde, so dass NC-Targets
entstanden, die im Zuge des Markierungsprozesses dartiber hinaus nicht geschitzt wurden.
Des Weiteren fiel auf, dass die Signale generell deutlich niedriger waren als bei den
kiinstlichen Targets. Dies ist aber wahrscheinlich hauptséchlich auf die deutlich geringere

Targetkonzentration zurlckzufihren.
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Abbildung 15: Einfluss der Hybridisierungszeit auf die SWV-Signale
(A) Sonde SSlIb mit komplementdrem (C-) Target (Rauten) und nicht-komplementarem (NC-)
Target (Quadrate); (B): Sonde CRY mit C-Target (Rauten) und NC-Target (Quadrate), SWV mit
200 Hz, 40 mV Amplitude, Hybridisierungstemperatur 50 °C

Dariber hinaus wurde die PCR von 810 und CRY mit isogener DNA als Template
durchgefihrt. Dabei konnte gezeigt werden, dass keine Hybridisierungssignale mit diesen
Targets erhalten wurden, wie es fir die Sequenz CRY in Abbildung 16 dargestellt ist. Wurde
allerdings die gleiche PCR mit transgener DNA als Template durchgefiihrt, konnten
Hybridisierungssignale erzielt werden (Inlay von Abbildung 16). In Kapitel 4.4. konnte die
besondere Bedeutung der optimalen Hybridisierungstemperatur am Beispiel der Sequenzen
ivrp und 810 gezeigt werden. Dabei war ein Anstieg von 40 °C auf 50 °C ausreichend, um die
deutlich niedrigeren Hybridisierungssignale von ivrp denen von 810 anzupassen. Daher
wurde in den Untersuchungen mit den Realproben der Frage nachgegangen, ob dieser Effekt

auch bei Herstellung der Targets mittels asymmetrischer PCR nachzuweisen ist.
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Abbildung 16: Hybridisierungssignale der Sequenz CRY
SWV mit 200 Hz, 40 mV Amplitude, Hybridisierungstemperatur 50 °C, groRe Graphik: PCR mit
isogener DNA als Template, Inlay: PCR mit transgener DNA als Template

Es konnte gezeigt werden, dass dieser sogar starker ausgepragt ist als bei den Experimenten
mit den kiinstlichen Targets, wie es in Figure 1C (Pub. 6) gezeigt ist. Dariber hinaus lagen die
Hybridisierungssignale von 810 auch bei 50 °C deutlich hoher als die von ivrp. Hier ist
wahrscheinlich nicht nur die Ausbildung von Sekundarstrukturen in der Sonde ivrp fiir die
generell niedrigeren Signale verantwortlich, sondern zusatzlich werden auch stdrkere

Sekundarstrukturen im einzelstrangigen Bereich des Targets ivrp ausgebildet.

Die bisher vorgestellten Erkenntnisse wurden mit 100 % isogener bzw. transgener DNA als
Template der PCR erhalten. Da innerhalb der Europdischen Union der Grenzwert filr
transgenen Mais innerhalb konventionellen Maises bei 0,9 % liegt, wurde versucht, diese
geringen Spuren und weniger auch mit der elektrochemischen Nachweismethode zu
detektieren. Daflir wurden die isogenen Maismehlproben mit entsprechenden Mengen des
transgenen Maismehls versetzt und die DNA daraus isoliert. Es konnte gezeigt werden, dass
auch mit dieser Methode der Detektion 0,9 % an transgenem Mais nach einer vier- bis

achtminltigen Hybridisierungszeit in den Proben nachgewiesen werden konnten. Fir
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geringere Konzentrationen erscheint eine Hybridisierungszeit von mindestens 30 min. notig,

um die Existenz der transgenen Sequenzen signifikant zu belegen (Pub. 6, Fig. 2).

Zusammenfassend ist also zu sagen, dass mit diesen Ergebnissen nachgewiesen werden
konnte, dass mit der von Flechsig und Reske [39] etablierten Methode der Hybridisierung
von Targetstrangen mit einem Schutzstrang und anschlieender Markierung mit [OsO4(bipy)]
nicht nur mittels PCR amplifizierte Targets generell nachgewiesen werden kdnnen. Es ist
darliber hinaus auch moglich, Targets zu detektieren, bei denen die PCR mit genomischer
DNA, isoliert aus Realproben, als Template durchgefiihrt wurde, auch wenn nur ein kleiner
Teil (unter 1 % [w/w]) der gesamten genomischen DNA die entsprechende Template-
Sequenz enthielt. Diese Untersuchungen stellen damit einen weiteren Schritt auf dem Weg

zu elektrochemischen DNA-Arrays fir Realproben dar.

4.6. Verfahren zur sequenzspezifischen Detektion von Nukleinsduren

(Pub. 7)

Parallel zu den bisher beschriebenen Untersuchungen wurde Uberlegt, wie die Herstellung
der ssDNA zur Markierung mit [OsOg4(bipy)] schneller und effizienter durchgefiihrt werden
konnte. Die Herstellung mittels symmetrischer PCR mit einem phosphorylierten Primer und
anschlieRendem A-Exonuklease-Abbau hat den Vorteil, dass die DNA wéahrend der PCR
exponentiell amplifiziert wird, jedoch den Nachteil, dass ein weiterer Enzym-haltiger
Reaktionsschritt sowie die nachfolgende Reinigung die gesamte Reaktionszeit deutlich
verlangert und das gesamte Experiment dariber hinaus auch verteuert. Die ebenfalls
verwendete asymmetrische PCR hat diese Nachteile zwar nicht, da mit den erhaltenen
Einzelstrangen ohne weitere Reinigung die Markierungs- und Hybridisierungsreaktionen
durchgefihrt werden koénnen, jedoch ist die Ausbeute an PCR-amplifizierten Targets

geringer, da hier die Amplifikation nur linear stattfindet [48].

In der Literatur sind verschiedene Methoden der elektrochemischen DNA-Detektion
bekannt, bei denen die dsDNA-Targets vor der Hybridisierung mit Fanger- oder
Reportersonden thermisch denaturiert werden [147, 155, 156]. Erste Versuche, diese

Methode auch auf unsere elektrochemische Markierung und nachfolgende
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Nachweisreaktion anzuwenden, erbrachten keine positiven Ergebnisse [157]. In den der
Patentschrift (Pub. 7) zugrunde liegenden Untersuchungen wurde ein Verfahren entwickelt,
das die Anwendung der thermischen Denaturierung von PCR-Produkten auch fir unsere

Markierungsmethode ermdglicht.

Da bekannt ist, dass kurze Oligonukleotide schneller mit ssDNA reagieren kénnen als die
entsprechenden komplementaren Strange (Prinzip der Primeranlagerung bei der PCR), sollte
es moglich sein, thermisch denaturierte DNA mittels der Schutzstrangmethode und
anschlieender Reaktion mit [OsO4(bipy)] zu markieren [38, 39]. Es konnte gezeigt werden,
dass bei einer zehnminltigen Denaturierung bei mindestens 95 °C und anschlielender
abrupter Abkihlung durch Inkubation fiir zehn Minuten in einer Kaltemischung mit NaCl
(was die Temperatur der Kaltemischung auf etwa -2 - -3 °C reduziert) die
Hybridisierungssignale gegenitber vorherigen Experimenten, durchgefiihrt nach der

Methode von Reske [157], verdoppelt werden konnten.

ErfindungsgemaR kann diese Methode auch fiir weitere PCR-amplifizierte Sequenzen oder
auch fiur die Markierung von mRNA oder rRNA eingesetzt werden. Bei Letzeren dient die
thermische Denaturierung im Wesentlichen dem Aufbrechen von Sekundarstrukturen. Diese
gesuchten Sequenzen konnen dann wieder mit Schutzstrangen geschiitzt werden. Die
einzelstrangigen Abschnitte der RNA werden mit [OsOg4(bipy)] markiert, die Schutzstrange
dann analog der bekannten Methode von einer an der Elektrode immobilisierten Sonde
verdrangt. Damit kann die Amplifikation der gesuchten Sequenzen mittels PCR oder RT-PCR
moglicherweise entfallen. Allerdings ist bei der Arbeit mit RNA zu beachten, dass alle Gerate
und Losungen entweder doppelt autoklaviert oder mit RNase-ExitusPlus™ bzw. RNase

AWAY™ behandelt werden, um weitestgehend RNase-Freiheit zu garantieren.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass die hier vorgestellte Methode die Vorziige von
symmetrischer PCR (exponentielle Amplifikation der PCR-Produkte) und asymmetrischer PCR
(kein weiteres Enzym und zusatzliche Reinigung der Reaktionslosung notig) vereinigt.
Darlber hinaus ist es wahrscheinlich moglich, bei ausgewahlten Sequenzen sowie der
Analyse von RNA ganz auf die PCR zu verzichten und trotzdem eine sehr hohe Sensitivitat zu

erhalten.
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5. Zusammenfassung

Es konnte gezeigt werden, dass die elektrochemische Detektion von PCR-amplifiziertem, mit
[OsOq4(bipy)] markiertem Target moglich ist. Dabei ist es unerheblich, ob die fir die
verwendete Markierung bendtigten Einzelstrange mittels asymmetrischer PCR oder
enzymatischem Abbau des komplementadren Stranges hergestellt werden. Allerdings bietet
die asymmetrische PCR den Vorteil, dass gegeniber dem enzymatischen Abbau eines
Stranges auf einen Enzym-haltigen Schritt und einen nachfolgenden Reinigungsschritt
verzichtet werden kann, was sich sowohl kosten- als auch zeitsparend auf die

Nachweismethode auswirkt.

Als Template fir die asymmetrische PCR wurde sowohl synthetische ssDNA als auch
chromosomale DNA, die aus Maismehlproben isoliert wurde, eingesetzt. Es wurde dabei zum
ersten Mal gezeigt, dass die von Flechsig und Reske [38, 39] entwickelte Methode der
[OsO4(bipy)]-Markierung mit Schutzstrang auch fir den elektrochemischen Nachweis von
DNA in Realproben eingesetzt werden kann. Es konnte dariiber hinaus nachgewiesen
werden, dass nicht nur 100 % transgene bzw. isogene Mais-DNA als Template in der PCR
dienen konnte, sondern auch noch mit Konzentrationen von unter 1 % transgener DNA der

Nachweis der gesuchten Transgene durchgefiihrt werden konnte.

Des Weiteren konnte erstmals gezeigt werden, dass die asymmetrische PCR, nicht nur in
einem Thermocycler sondern auch an einem geheizten Draht durchgefiihrt, zu
elektrochemisch detektierbaren Targets fihrt. Die erhaltenen Signale bei am Draht
generierten Targets sind zwar kleiner als bei der klassischen asymmetrischen PCR, allerdings
ist die bendtigte Reaktionszeit deutlich kiirzer als bei der PCR im Thermocycler. Diese
einfache Art der Amplifikation von DNA bietet die Moglichkeit zur Konstruktion eines
elektrochemischen DNA-Arrays, in dem sowohl Amplifikation als auch Detektion von DNA

stattfinden kdnnen.

Dariber hinaus wurde beschrieben, dass vier, bei der Detektion von transgenem Mais
interessierende, Sequenzen parallel markiert werden kénnen. Dieser erstmalige Ansatz einer
vielfachen, gleichzeitigen Markierung mit [OsO4(bipy)] wurde mit kinstlichen

Oligonukleotiden durchgefiihrt.
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AbschlieBend wurde eine neue Variante der Herstellung von DNA-Einzelstrangen fir die
Markierung mit [OsOg4(bipy)] vorgestellt. Dabei wird die DNA zunachst mit hoher Temperatur
denaturiert und nachfolgend rapide in einem Eisbad abgekihlt. Die mit dieser Methode
hergestellten Targets konnten elektrochemisch nachgewiesen werden. Darliber hinaus wird
die Verwendbarkeit dieser Methode fir den Nachweis von chromosomaler DNA und RNA
ohne vorangegangene Amplifikation mittels PCR oder RT-PCR postuliert. Bei allen
Untersuchungen zur vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Optimierung der
Hybridisierungstemperatur fir die elektrochemische Detektion von DNA eine wesentliche
Rolle spielt. Beim Vergleich von PCR amplifizierten Targets gegeniiber Oligonukleotid-Targets

zeigte sich, dass dieser Faktor sogar noch an Bedeutung gewinnt.
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6. Ausblick

Die Ergebnisse aus den Publikationen der vorliegenden Arbeit stellen Grundlagen fiir die
Entwicklung eines elektrochemischen DNA-Arrays dar, auf dem mehrere Proben parallel
amplifiziert und analysiert werden sollen. Dabei kénnen beispielsweise die Detektion von
gentechnisch verandertem Mais oder die Untersuchung von Krankheiten, bei denen
verschiedene Gensequenzen fiir die Diagnose zu beachten sind, Anwendungsgebiete fir

solche DNA-Arrays sein.

Dabei ist es wesentlich, dass zundchst verschiedene Sequenzen parallel amplifiziert werden
kénnen, wie es auch in der klinischen Diagnostik bei Krankheitserregern durchgefiihrt wird
[158, 159]. Diese Sequenzen missen parallel elektrochemisch markiert werden, damit sie
nachfolgend detektiert werden kdnnen. Die in den vorliegenden Publikationen beschriebene
Markierung nach der Amplifikation der Targets ist dabei nicht vorteilhaft, wenn die gesamte
Untersuchung in einem DNA-Array erfolgen soll. Eine andere Moglichkeit der Markierung ist
die Amplifikation mit markierten Primern, wie es flir mit Biotin markierte Primer bereits
beschrieben wurde [33]. Da bei der Markierung eines Primers mit Osmiumkomplexen ein
Schutzstrang notig ist, um die fir das Annealing bendtigte Sequenz zu schiitzen, ware es
sinnvoll, den Primer nach der Markierung mittels High-Performance Liquid Chromatography
(HPLC) von seinem Schutzstrang zu trennen, um eine Hemmung der Anlagerung in der PCR
zu verhindern. Erste Untersuchungen dazu fiihrten bisher bei der Trennung von Primer und
Schutzstrang [160, 161] zu keinem zufriedenstellenden Ergebnis, da der Osmiumkomplex
einen negativen Effekt auf das verwendete Sdulenmaterial zu haben scheint. Die
Amplifikation von Targets mit nicht vom Schutzstrang getrennten Primern war
gelelektrophoretisch erfolgreich, allerdings konnten die so gewonnenen Targets bisher nicht
elektrochemisch nachgewiesen werden [160]. Trotzdem sollte dieser Ansatz weiterverfolgt
werden. Eine weitere Moglichkeit, die amplifizierten Targets direkt in einem DNA-Chip zu
detektieren, stellt der von Duwensee et al. beschriebene Verdrangungsassay dar [36]. Dabei
mussen die verschiedenen Parameter wie Elektrodenbelegung und Hybridisierung von

Target und Sonde optimiert werden.
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Weitere Untersuchungsansatze fiir elektrochemische DNA-Arrays betreffen die Elektroden
selber. Wie in den bisherigen Untersuchungen sowohl zur vorliegenden Arbeit als auch in
anderen Publikationen [125, 162] deutlich wurde, spielt die Hybridisierungstemperatur bei
der elektrochemischen Detektion von DNA eine wesentliche Rolle. Sollen mehrere
Sequenzen parallel an unterschiedlichen Elektroden auf einem DNA-Chip analysiert werden,
muss der in unserer Arbeitsgruppe entwickelte Heizgenerator dahingehend weiterentwickelt
werden, dass es moglich ist, mehrere Elektroden parallel mit unterschiedlichen
Temperaturen zu heizen. Zur VergrofRerung der aktiven Oberflache der auf einem DNA-Chip
sehr kleinen Elektroden bietet sich das galvanische Abscheiden von Nanostrukturen an, das

bereits in ersten Untersuchungen gute Erfolge zeigte [163].

Eine weitere Einsatzmaoglichkeit der angestrebten Arrays wéare der Nachweis von RNA. Die
Markierung von RNA mit Osmiumkomplexen wurde bereits gezeigt [135, 164]. Mit der in
dieser Arbeit vorgestellten Variation der Markierung von Nukleinsduren mit
Osmiumkomplexen erscheint es moglich, z.B. in klinischen Proben oder Lebensmittelproben
verschiedene Pathogene aufgrund ihrer 16S rRNA-Sequenzen ohne weitere Amplifikation

nachzuweisen.

Einige der vorgestellten Uberlegungen wurden bereits in einem Kooperationsprojekt zum
Nachweis von Multiple-Sklerose-relevanten Sequenzen umgesetzt. Ein wesentliches Problem
stellte dabei die Biokompatibilitdit der verwendeten Leiterplattentechnik gegentber der

Polymerase dar.

91,6 °C
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Abbildung 17: Foto des Prototyps eines DNA-Arrays (A) und seiner Warmezonen (B)
(B) mod. nach [165]
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Bisher gelang die Amplifikation verschiedener Sequenzen in dem in Abbildung 16
dargestellten Fluidikchip, wobei die PCR-Losung mittels Spritzenpumpe in die verschiedenen

Warmezonen des Chips transportiert wurde.

Auch die Detektion von Oligonukleotid-Targets konnte bisher erfolgreich ausgefiihrt werden.
Ein weiteres Problem zeigte sich bei der Qualitdt der Detektionselektroden, bei denen bei
Belastung haufig die darunterliegenden Nickel- und Kupferschichten elektrochemisch
sichtbar wurden. Daher sind bei der Entwicklung eines elektrochemischen DNA-Arrays trotz
der erfolgreichen Vorarbeiten noch weitere Optimierungen nétig, um ein zuverladssiges

Instrument zu erhalten.

Daneben bietet auch die konvektive PCR weitere Moglichkeiten fiir eine direkte Detektion
der amplifizierten Targets. Daflir ware ein weiterer Golddraht als Arbeitselektrode im PCR-
Eppi notig, an dem die Sonde immobilisiert wird, mit der dann das amplifizierte Target
hybridisieren kann. Allerdings ware auch in diesem Fall eine Markierung direkt wahrend der
PCR oder ein Verdrangungsassay fur die Detektion notig. Auch eine Detektion mehrerer
Sequenzen parallel ware dabei analog zu den Untersuchungen von Bitow und Lisdat

denkbar [124].
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Abstract This paper reviews past and current developments
in the field of electrochemical biosensors with a focus on the
sequence-specific detection of nucleic acids in real samples.
After electrochemical hybridization sensors had been first
described in 1993, it took nearly a decade until some of the
many proposed protocols were indeed applied to real samples
like blood or tissue. Electrochemical transduction schemes
used either rely on electroactive moieties such as intercalators,
groove binders, covalently attached labels, and products of
enzyme markers or they are completely indicator free like
impedance-based detection principles. Most detection
schemes require a polymerase chain reaction amplification
step to allow for sufficient selectivity and sensitivity. Today,
several companies develop electrochemical microarrays able
to detect dozens to many thousands of sequences in a single
experiment.

Keywords Electrochemical biosensor -
Hybridization detection - Real sample - Intercalator -
Redox label - Indicator free

Introduction

During the last 17 years, the sequence-specific electrochemical
detection of DNA has gained increasing attention and is
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nowadays an emerging alternative to the established optical
approaches. The reason for this rapid development can be
found in the much simpler equipment and analytical protocols
and the lower costs of instrumentation and consumables as
well as the easier handling. Today’s optical approaches for
sequence-specific DNA analysis include Southern blotting,
quantitative real-time polymerase chain reaction (QRT-PCR),
and Sanger sequencing in which labeling and detection are
performed by using fluorescent dyes. Whereas Southern
blotting is very time consuming, both other methods require
expansive and sophisticated instrumentation. Gene expression
in cells is often screened using optical microarrays and
fluorescent markers.

Emil Palecek was the first researcher to publish on the
possibility of an electrochemical DNA detection in 1958 [1]
and 1960 [2]. He also introduced the covalent label osmium
tetroxide bipyridine [OsOy4(bipy)] as a powerful tool to
study structural properties of natural DNA species [3].

The next major step for the electrochemical DNA
detection techniques towards practical applications was the
sequence-selective DNA detection as reported by Mikkelsen
et al. [4]. They used [Co(phen)]*” as an intercalator to detect
the sequence-specific hybridization between an adsorptively
immobilized DNA probe (on glassy carbon electrodes) and
an added target sequence. In the following years, another
immobilization method using gold electrodes was reported
by several authors. Herne and Tarlov et al. used surface
plasmon resonance, XPS, and radioactive labeling to detect
the hybridization process between gold surface-confined
capture probes and target sequences. They used thiol linkers
for the immobilization of the capture probe to the gold
electrode [5]. Even base pair mismatches were detected with
thiol-immobilized capture probes [6—9]. Capture probes
covalently attached to gold were studied by Laforgue et al.
[10]. Here, an aniline derivative undergoes a diazotization
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reaction, and the formed aryl diazonium ion can then be
electrochemically reduced to an aryl radical. This immobi-
lization method is reported to be more robust against
elevated temperatures [11] and less prone to oxidation and
reduction [12]. In the recent years, the sequence-specific
detection of DNA has become also very sensitive. Detection
limits down to the femtomolar level were described. Often,
enzymatically amplified detection schemes are used [13, 14].

In these pioneering studies, synthetic oligonucleotides
played a major role as a model analytic target. Going to real
samples of DNA, the analyst is confronted not only with an
abundance of accompanying nonspecific DNA but also with
double strands that have to be separated in order to become
available for hybridization with immobilized capture probes.
Even polymerase chain reaction (PCR) basically yields
double-stranded products that have to be separated prior to
hybridization with probes. Such double-strand denaturation
compatible with hybridization and electrochemical detection
is therefore an important milestone.

Over the last decade, several very good reviews have
been published on the development of electrochemical
detection of DNA and electrochemical DNA biosensors
[15-30].

The focus of this review will be the sequence-specific
electrochemical detection of nucleic acids in real samples.

Detection of PCR amplicons

Polymerase chain reaction is widely used in order to enhance
sensitivity and selectivity of genetic testing protocols. The
desired DNA sequence is effectively separated from DNA
background and amplified exponentially. However, the PCR
product usually consists of double strands that have to be
separated prior to hybridization. Efficiency of the latter can be
affected this way. Therefore, some of the proposed methods
detect the double-stranded PCR products directly. Most
others, however, perform thermal denaturation such as by
heating to >90°C followed by rapid cooling on ice.

Indicator-free methods
Artificial samples

Indicator-free approaches are compelling due to their
simplicity. Usually, the first steps in the development of
novel biosensors for the detection of DNA hybridization
include working with artificial oligonucleotides as probes
and targets before starting on real samples amplified by
PCR.

Here, we will give just a short example of such
experiments. Cai et al. [31] developed a sensor where the
probe is immobilized by direct Si-C bonds to a silicon

@ Springer

electrode. They used complementary and noncomplemen-
tary DNA targets for the hybridization without addition of
any redox agents and showed the comparison of data
achieved by impedance spectroscopy and fluorescence
spectroscopy. Zhu et al. [32] modified their gold electrodes
with single-walled carbon nanotubes for the enlargement of
the electrode surface and the resulting enlargement of
hybridization signals. They were able to discriminate
between complementary targets and targets with a three-
base-mismatch after 60 min of hybridization with a
detection limit of 0.8 pM.

Real samples

Nevertheless, when working with real samples, the devel-
opers of biosensors have to deal with several problems,
mainly the high background of unspecific DNA and other
disturbing substances in any used crude extracts. Those
limitations for the development of specific biosensors have
to be overcome first.

Several papers have been published during the last years,
describing the detection of PCR amplicons using label-free
methods. One approach is to indirectly monitor the
progressing PCR itself as proposed by Zhang et al. [33] in
2008. They described the use of a glassy carbon electrode
modified with short single-walled carbon nanotubes and
measured the concentration of free deoxyguanosine triphos-
phate (dGTP) in the PCR mixture after the PCR. When the
PCR was successful, a decrease of the oxidation signal for
dGTP was observed. With this method, they detected the
PCR fragments of the 35S promoter of cauliflower mosaic
virus (CaMV35S) and nopaline synthase (NOS) gene, which
are indicators for genetically modified organisms. Transgenic
maize samples may also be identified as well.

It is, however, helpful not only to detect that any PCR is
running but also to determine the amplification of the
desired fragment. This can be achieved by the hybridization
of the product with a homologous probe by means of
complementary base pairing of those two single-stranded
oligonucleotides. Ramanaviciene and Ramanavicius [34]
described the use of platinum electrodes modified with
single-stranded DNA entrapped within polypyrrole matrices
to verify the sequence of the amplified fragment by
hybridization with a specific probe. They detected BLV
provirus DNA amplified by PCR by means of potential
pulse amperometry and electrochemical impedance spec-
troscopy. The ds PCR product was denatured for 2 min at
95°C, diluted rapidly in buffer, and then used immediately
in the microelectrochemical cell. The detection limit was
0.37 ng/ml. Mixing of the sample with the target DNA
(tDNA) at 60 rpm increased the hybridization signal. Ozkan
et al. [35] presented the label-free allele-specific genotype
detection of factor V Leiden mutation based on the use of
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inosine-substituted capture probes. This hybridization
scheme was introduced by Wang et al. in 1998 [36]. Ozkan
et al. used carbon paste electrodes for the differential pulse
voltammetric (DPV) detection of mutant or wild-type
genotypes having inosine-substituted capture probes immo-
bilized on the electrode surface. The changes in the peak
height of guanine oxidation signals provided the informa-
tion whether the PCR sample contained heterozygous or
homozygous allele. The guanine signal peaks were only
detected when hybridization took place because of the
guanine-free capture probes. The PCR-amplified targets
were heated to 95°C for 6 min, subsequently cooled in an
ice bath for 2 min, and then directly applied to the
electrode. The authors demonstrated that 93% of their
results obtained with electrochemical measurements were
confirmed by conventional detection methods [35]. Kara et
al. [37] described the detection of achondroplasia G380R
mutation by monitoring the oxidation signal of guanine by
DPV on carbon paste electrodes. Like Ozkan et al. [35],
they used inosine-substituted capture probes related to
homozygous or heterozygous alleles of achondroplasia
G380R mutation. The PCR-amplified target was denatured
as well for 6 min at 95 °C with subsequent cooling in an ice
bath for 2 min. The sample was then cast directly onto the
electrode surface. They were able to detect 41.24 pM
target. Ozkan-Ariksoysal et al. used the same principle [38]
for the detection of catechol-O-methyltransferase Vall08/
158Met polymorphism. In contrast to Kara et al. [37] they
worked with graphite electrodes. After PCR, purification of
the PCR products was performed by means of a High Pure
PCR Product Purification Kit (Roche Applied Science).
The denaturation of the PCR products was achieved by
heating up to 95°C for 6 min and immediate hybridiza-
tion with capture probes afterwards. Their detection limit
was 2.44 pmol of target sequence in the 30-ul samples.
Ozkan-Ariksoyal et al. [39] also described the sequence-
specific detection of hepatitis B virus (HBV) and two
mutations on pencil graphite electrodes (PGE). The
guanine oxidation peak was detected by means of DPV.
They prepared their PCR-amplified targets the same way
as reported earlier [35], by heating to 95°C followed by
cooling on ice. They were also able to detect the
lamivudine resistance, which could provide fast and
cost-efficient point-of-care testing in hospitals. Kara et
al. [40] used PGEs with the capture probe electrostatically
and chemically immobilized on it, studying sequences
from the HBV genome as target DNA. The influence of
the probe design for the optimum detection of diseases
caused by HBV was investigated, and it was found that
the best performance occurred when the probe was
homologous to the middle of the amplicon. Here, the
PCR-amplified target was denatured by heating to 95°C
followed by cooling to 0°C. Again, DPV was found to be

the optimal electrochemical method for the detection of
the hybridization between probe and target.

Another approach with PGEs was introduced by
Pournaghi-Azar et al. [41] to detect the human interleukin-2
DNA in unpurified PCR-amplified real samples by anodic
DPV. The amplified targets were denatured by heating to
95°C followed by immediate cooling on ice. With a
hybridization time of 10 min and a sample drop of only
2.5 ul, this approach was proven to be highly effective.

Zhang et al. [42] described the use of Au/TiO, hollow
microsphere films on carbon paste electrodes with Au
nanoparticles to detect sequences related to transgenes in
transgenic plants. The detection was performed by means of
electrochemical impedance spectroscopy. The DNA sample
for PCR was extracted from transgenic soybeans. They
were able to detect the sequence of the CaMV35S with a
detection limit of 230 fM and the PCR product of the
terminator of the NOS gene, which are both indicators for
transgenic plants.

Intercalator-based methods

Electroactive intercalators had been used very early to
detect the hybridization event between immobilized capture
probes and target strands. Covalent modification of target
or reporter strands is not necessary; instead, these methods
often require an intercalation step prior to electrochemical
detection. However, some approaches allow detection of
double strands while free intercalator is still present in the
electrolyte.

Artificial samples

Niu et al. [43] described the use of ssDNA probes bound
covalently on glassy carbon electrodes by means of 1-
ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimide (EDC)
and N-hydroxysuccinimide (NHS). They employed [Co
(phen),IP]*" as an electroactive marker which intercalates
into the DNA. The detection limit for the detection of
oligonucleotides derived from the HIV genome was 27
pmol. Wong and Gooding [44] proposed the use of the
anionic intercalator anthraquinone monosulfonic acid
(AQMS). This intercalator was added to the sample
solution in which the gold electrode with immobilized
ssDNA probes was dipped (Fig. 1). The detection was
possible due to the fact that the reduction currents of
AQMS changed significantly when incorporated into the
double-stranded DNA (dsDNA) formed by the immobilized
probe and the ssDNA target. The authors were able to
discriminate between complementary, noncomplementary,
and single-base mismatched targets. But again, like men-
tioned earlier, the high background of unspecific DNA and
other disturbing substances in any used crude extracts might
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Fig. 1 Use ofintercalator AQMS
to detect DNA hybridization on a
gold electrode modified with

(a)

thiol-linked capture probes.

a In situ voltammetry with
having the intercalator present
while scanning and b with
separate intercalation and // \// //
measurement steps. From [44] / / /
with permission
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disturb experiments with PCR-amplified samples and also the
denaturation of double-stranded PCR-amplified targets has to
be performed to allow hybridization with any kind of capture
probes.

Real samples

Hashimoto et al. [45] demonstrated the detection of the
purified and linearized plasmid pVM623 (carrying a
fragment of the oncogene v-myc). They used chemisorbed
oligonucleotides on basal plane pyrolytic graphite electrodes.
The hybridization with the linearized plasmid pVM623 was
performed after the plasmid was denatured by heat. The
detection was conducted after intercalation of acridine orange
into the formed double-stranded hybrid of probe and target.
They were able to detect a concentration of 10" g/ml of
plasmid. However, they did not use target DNA amplified
from DNA isolated from complex real samples like blood or
tissue. Marrazza et al. [46] performed the detection of human
apolipoprotein E genotypes by means of chronopotentio-
metric stripping analysis and daunomycin as an intercalator.
They attached probes for different genotypes on graphite
screen-printed electrodes and used PCR-amplified DNA as
target DNA. Genomic DNA used as template for the PCR

@ Springer

was extracted by salting out from blood samples. The target
amplified by PCR was denatured by heating to 95°C and
subsequently cooling on ice prior to hybridization. After
incubation with the target DNA, the biosensor was immersed
in a daunomycin solution. The authors found a clear peak
increase if hybridization had taken place. Marques et al.
reported on electrochemical detection of single-nucleotide
polymorphisms [47]. The authors applied different electro-
chemical techniques to detect DNA polymorphisms in
human genes using the model gene cytochrome P450 3A4.
The ds PCR fragment was denatured by heating to 90°C for
2 min followed by rapid cooling. The ability of charge
transfer along nucleotide stacking was exploited. Each
mismatch reduced the current making itself detectable.

Won et al. proposed another strategy for the detection of
mismatches [48]. After the hybridization with an immobi-
lized capture probe, the formed double strand with
mismatches was cleaved using CEL I endonuclease. Only
the perfect complementary strands resulted in a double
strand with biotin label. This could be used to bind a
glucose oxidase avidin complex. Cyclic voltammograms of
10 mM glucose in phosphate buffer solution containing
ferrocenemethanol revealed significant differences between
the complementary wild-type, the mutant, and the noncom-
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plementary targets. A denaturation step after CEL I
treatment was inserted to improve the discrimination
between the different genotypes.

Meric et al. [49] described the use of carbon paste
electrodes for the detection of TT virus and HBV by means
of square wave voltammetry (SWV) measurements and the
intercalation of methylene blue (MB) (Fig. 2). ssDNA
probes for each of the targets were immobilized on the
electrodes and then hybridized with target DNA derived
from PCR of virus DNA extracted from blood samples.
Again, the DNA targets were denatured by heating to 95°C
and subsequently cooling on ice prior to hybridization. A
decrease in the MB signal was observed upon successful
hybridization.

Kara et al. made use of graphite electrodes and the
intercalator Meldola Blue (MDB). The probes were bound
covalently to the electrodes by EDC-NHS and were
hybridized with PCR products obtained by PCR of DNA
extracted from blood. If the sample contained DNA from
herpes simplex virus (HSV) types I and II [50], there was a
signal increase in the DPV measurements due to the
intercalation of MDB into the dsDNA formed by the probe
and the target. The DNA was extracted from the blood
samples using a salting out technique. Prior to the
hybridization step, the PCR solution was heated to 95°C
followed by cooling on ice. A similar approach was used
for the allele-specific detection of toll-like receptor 2
gene [51]. Here, the authors used the QIAMP blood DNA
mini kit (Qiagen GmbH) to extract the DNA from blood
samples. The hybridization was performed similar to the
procedure described above. They were able to differentiate
between homozygous wild-type, homozygous mutant, and
heterozygous genotypes.

Chaumpluk et al. [52] described the combination of
covalently bound ferrocene—streptavidin magnetic beads

(attached to biotinylated PCR products obtained by PCR
with one biotinylated primer and one thiolated primer) to
enrich the target sample and intercalator Hoechst 33258 for
the detection of the PCR products of SSIIb and CrylA
sequences from genetically modified maize. DNA from
maize samples as target DNA for the PCR was obtained by
means of a DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen GmbH). In that
work, the PCR product was directly immobilized to the
gold electrode by means of its thiolated end. The authors
were able to determine the content of genetically modified
organisms within the sample and enhanced the signals by
using S1 nuclease to degrade ssDNA like primers and
unfinished PCR products. Another method mentioned in
this paper was the direct binding of PCR products to a
carbon electrode and the detection of this binding by means
of the intercalator Hoechst 33258; however, better results
were received with the method described first. Using the
enzyme S1 nuclease after the PCR with the labeled primers
led to a higher selectivity of the following hybridization
step.

Mandong et al. [53] presented a chitosan-modified
carbon paste electrode for the detection of HBV DNA
derived from blood samples (salting out method). They
observed a decreasing MB signal upon hybridization of the
target sequence derived from PCR of HBV DNA. Hybrid-
ization was performed without pretreatment of the PCR
solution at room temperature in 0.3 M PBS at pH 7.

Won et al. [54] worked with gold electrodes modified
with thiolated capture probes. They used chronocoulometric
measurements for the detection of Chlamydia trachomatis
DNA by means of intercalation of an anthraquinone (AQ)—
biotin conjugate into the formed dsDNA. An amplification
of the signal was achieved by the binding of streptavidin—
peroxidase to the incorporated AQ-biotin followed by the
reaction of 4-chloronaphthol and H,O,. The detection
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required less than 4 h to complete. DNA isolation from urine
samples was conducted using an Accuprep Genomic DNA
Extraction Kit (Bioneer). PCR products were further purified
by means of a QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen GmbH).
The purified PCR products were used for hybridization
immediately after a denaturation step at 98°C.

Kerman et al. [55] used gold electrodes as well, but
modified with PNA capture probes. When hybridization
took place between PNA probe and DNA target, ferrocene-
conjugated chitosan nanoparticles were able to bind
nonspecifically to the negatively charged backbone of the
DNA. The authors used asymmetric PCR to obtain single-
stranded products as target DNA and could detect single-
nucleotide polymorphism of the ALDH. The DNA was
extracted from human hair samples according to the
standard protocols of ISO-Hair™ (Nippon Gene Co. Ltd.,
Toyama, Japan). A standard PCR was performed on the
DNA, and the product was used as template for the
asymmetric PCR for which a 5:1 forward-to-reverse primer
ratio was used.

Zhang et al. [56] described the use of synergistic
effects of nano-ZnO-walled carbon nanotubes and chitosan
nanocomposite membrane on glassy carbon electrodes. They
obtained their DNA from transgenic soybeans according to
the method described in the used plant DNA mini prep kit
(Shanghai Academy of Agricultural Sciences) and performed
a standard PCR. Double-stranded PCR products were
denatured by heating in boiling water and subsequently
cooling on ice prior to use. The measurements were
performed by DPV after the incorporation of MB.

Chen et al. [57] used glassy carbon electrodes as well but
attached the hairpin DNA probe by means of EDC and
NHS. The electrochemically active marker 2-nitroacridone
was used for the DPV measurements. The target DNA for
PCR was obtained from real samples by performing reverse
transcription method on total RNA, which was extracted
using a mini DNA-free total RNA extraction kit (Waston,
Shanghai). The authors were able to detect a decrease in the
signal when hybridization between the hairpin probe and
the ssDNA target took place. The complementary target and
a single-base mismatched target were distinguishable.

Zhu et al. [58] described the detection of NOS (nopaline
synthase gene) terminator from genetically modified soybean
samples. They used single-stranded oligonucleotide probes
attached to gold electrodes by means of EDC-NHS as linkers.
Template DNA for the PCR was extracted from transgenic
soybeans by means of a plant DNA Mini Preparation Kit
(Shanghai Academy of Agricultural Sciences). After a
standard PCR, the obtained product was denatured using
boiling water bath then cooled on ice. Ten microliters of the
denatured DNA was cast onto the electrode surface for
hybridization. MB was used as intercalator, and the detection
was performed by means of CV. Here, an increase of the MB
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peak was observed when hybridization between target DNA
and probe strands took place.

Use of covalent markers

Covalently attached electroactive markers provide some
advantages in view of clearness of hybridization signals
because, in contrast to most intercalators, the electrochemical
signal (most frequently a voltammetric peak) only occurs if
the labeled strand is present at the electrode surface. There are
basically three ways to make use of this principle. Firstly, the
target can be modified directly leading to electrochemical
“switch-on” signals upon successful hybridization with the
surface-confined capture probe [59, 60]. Secondly, a reporter
strand can be utilized that binds onto the target in addition
and right beside to the capture probe [61]. Thirdly, in a
competitive assay, a labeled signaling strand can be used that
will be displaced by the target and therefore will lead to
signal decrease (“switch off”) upon hybridization with the
target [62, 80].

Artificial samples

Pavlovic et al. [63] presented the use of an electrochemical
biosensor in a microfluidic device. They worked with
oligonucleotide sequences derived from human (HIN1) and
avian (H5N1) influenza. Thiolated capture probes were
immobilized on gold electrodes, and the hybridization was
detected by a decrease of the electrochemical signal due to
the MB labels attached to the 3'-end of the probe. They
were able to distinguish between the two strains of
influenza when using artificial target sequences derived
from sequences of these two strains. Bonanni et al. [64]
described the use of graphite epoxy composite (GEC)
working electrodes for the detection of artificial DNA
targets. The probe was absorbed at the electrode surface,
and biotinylated oligonucleotides were used as targets. For
the signal amplification, gold—streptavidin nanoparticles
with silver enhancements were used and showed good
reproducibility when measured by means of impedance
spectroscopy or scanning electron microscopy.

Real samples

Azek et al. [65] described the use of disposable screen-
printed carbon electrodes for the detection of human
cytomegalovirus (HCMV) DNA. They worked with target
DNA obtained by PCR on clinical samples, which were
denatured in alkaline media before adsorption at the electrode.
A complementary biotinylated probe was hybridized, and
then streptavidin—peroxidase conjugate solution was added.
The permutation of o-phenylenediamine to electrochemically
active 2,2'-diaminoazobenzene was determined by means of
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DPV. The authors were able to detect HCMV with a
detection limit of 3.6x10° copies per milliliter.

Patolsky et al. [66] demonstrated the introduction of
biotinylated dCTP by means of polymerase-induced or
reverse-transcriptase-stimulated formation of dsDNA or
RNA on an oligonucleotide probe attached to an electrode.
A streptavidin—alkaline phosphatase complex was bound to
the biotin label and catalyzed the oxidative hydrolysis of 5-
bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate to the insoluble indigo
derivative. This formed an insulating film on the transducer.
The detection was performed by means of Faradaic
impedance spectroscopy. They were able to reach detection
limits of 2.3x107'® M for the DNA of M13 mp8 (M13®)
and 1x107"7 M for the RNA of vesicular stomatitis virus.

Huang et al. [61] described the use of a streptavidin-
coated carbon paste electrode for the detection of single-
nucleotide polymorphisms. They found the use of hairpin
probes useful for the detection of single-base mismatch
detection. Template DNA for the PCR was obtained by
extraction from blood using a commercially available process
based on the absorption of DNA to a silica membrane after
lysis with a proprietary agent (Diagen) and proteinase K in the
presence of a high salt concentration and 33% isopropanol.
After a standard PCR, the products were further purified using
a Qiaquick PCR Purification Kit (Qiagen GmbH). Their
approach was to incubate the target, a biotin-labeled capture
probe, and a fluorescein-labeled detector probe and then
attach the formed complex to the electrode by streptavidin—
biotin binding. After the addition of a horse radish
peroxidase (HRP)-conjugated antifluorescein monoclonal
antibody, the substrate K-blue was added, and its conversion
was measured by amperometric detection. With this method,
they were able to detect the factor V Leiden mutation in real
samples.

Another method for the detection of factor V Leiden
mutation was presented by Ozsoz et al. in 2003 [67]. They
described the use of PGEs modified with target DNA for
mutant or wild-type DNA. The authors used synthetic
oligonucleotides, a 131-base ssDNA, or a 256-base PCR
product as targets. PCR products were denatured by heating
to 95°C followed by chilling on ice. Capture probes were
attached to Au nanoparticles. Hybridization was performed
for 1 h at 8°C between target-modified PGE and Au-
nanoparticle-tagged capture probes when denatured PCR
products were used as targets. After that, the oxidation
signal of Au was measured by means of DPV. They were
able to discriminate between homozygous mutation and
heterozygous mutation and found a detection limit of
0.78 fmol.

Patolsky et al. [68] showed the detection of the Tay-
Sachs genetic disorder in clinical real samples. They used
an immobilized oligonucleotide as capture probe on an Au/
quartz crystal and a nucleic-acid-functionalized alkaline

phosphatase as reporter probe. The detection was per-
formed as described earlier [66]. They detected a four-base
insertion in exon 11, which is the most frequent mutation to
trigger this disease. The mutant could be detected with a 5 x
107"* M detection limit.

Fojta et al. [69] presented double-surface techniques
for the detection of (GAA), repeat expansions, which are
an indicator for Friedreich's ataxia (FRDA). Double-
stranded PCR products were thermally denaturated tDNA,
modified with [OsO4(bipy)] (“Os,bipy”) and then captured
by magnetic beads working as hybridization surface. This
chemical modification also prevents renaturation of the
target. Biotin-labeled reporter probes (RP-biot) were
hybridized to the tDNA. The electrochemical signal was
related to the (GAA), length in the tDNA. The detection
was achieved by means of an electrochemical enzyme-
linked assay in which a streptavidin—alkaline phosphatase
conjugate was linked to the biotin, and conversion of 1-
naphthyl phosphate to 1-naphthol was determined at
carbon electrodes. The relative length of the triplet
expansion was calculated from the ratio of the electro-
chemical signal intensities of hybridized RP-biot (enzyme-
linked assay)/tDNA (Os,bipy-label). They showed an
almost linear increase of signal height for concentrations
of tDNA between 0.5 and 10 ng/pl. This method also
worked for DNA samples extracted from human whole
blood. This group presented a similar approach in 2006
[70] when they used a single-surface electrochemical
biosensor to detect FRDA. The tDNA was adsorbed to
the electrode surface (PGE or screen-printed carbon
electrode) and hybridized with RP-biot to enable the
enzyme-linked assay. To normalize the signals from
samples received from PCR products, the signals obtained
from both the Os,bipy-labels and the enzyme-linked
hybridization assay were compared. The authors found a
relation between the lengths of the repeats and the signal
heights. The same results were received when using
samples from human genomic DNA. The authors stressed
that, for all experiments, it was necessary that right after
the adsorption of tDNA to the electrode, the electrode
surface had to be blocked by means of bovine serum
albumin. They also found the denaturation of the dsDNA
from the PCR to be highly important for sensitivity. They
used 50 mM NaOH for chemical denaturation and were
able to detect 0.2 pg/ml tDNA. Rapid renaturation of the
separated target strands was avoided by adsorption under
denaturizing conditions.

A system similar to that in [68] was used by Pavlov et al.
[71] to detect telomerase activity in extracts of HeLa cells.
Again, one oligonucleotide was attached to an electrode
and acted as primer for the telomerase. The second
biotinylated oligonucleotide was then able to hybridize
with the newly formed DNA strand. After addition of an
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avidin—alkaline phosphatase complex and the resulting
formation of the insoluble indigo derivative by hydrolysis
of 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate, the resulting
blocking of the electrode surface was detected by means of
chronopotentiometry. No telomerase activity was detected
when the HeLa cells were heat-treated (85°C, 10 min).

Nebling et al. [72] described the use of ultramicroelec-
trode arrays with eight electrodes for the detection of viral
DNA. The immobilization of the capture probes for the
viruses cytomegalovirus, Epstein—Barr virus, and HSV was
performed via thiol-gold self-assembling. DNA as template
for the PCR was purified using a QIAamp Blood Kit from
Qiagen GmbH. The PCR was performed with multiplex
primers (one of them biotinylated). The PCR products were
denaturated and immediately incubated with the immobi-
lized probes. After addition of ExtrAvidin alkaline phos-
phatase conjugate, the substrate 4-aminophenyl phosphate
was transformed into the electrochemically active 4-
aminophenol allowing hybridization detection. The authors
were able to detect 2 nM virus DNA directly out of the
multiplex PCR.

Palchetti et al. [73] used scanning electrochemical
microscopy (SECM) for the detection of PCR amplicons.
They attached thiol-tethered oligonucleotide probes on a
gold surface. These probes were hybridized with unmodi-
fied targets and biotinylated signaling probes to form a
sandwich. PCR-amplified targets were denaturated at
100°C followed by cooling in a water bath. After addition
of streptavidin—alkaline phosphatase, the oxidation of 4-
chloro-1-naphthol in presence of H,O, took place. The
insoluble and insulating product changed the surface
conductivity, which could be sensitively detected by means
of SECM. The imaging of 60 nM PCR amplicon was
demonstrated.

Lermo et al. [74] proposed different approaches for the
electrochemical detection of food pathogens, Salmonella
ssp., based on the specific IS200 element. Purified DNA
from Salmonella enterica serovar Typhimurium ATCC
14028 was used as a target for the PCR. For their first
approach, they used two labeled primers, one was biotiny-
lated and the other was labeled with digoxigenin (DIG) to
produce a double-labeled PCR product which was then
immobilized on streptavidin-coated magnetic beads. These
modified beads were then captured by the magneto GEC
(m-GEC) transducer. Their second approach of producing a
DNA target consisted of one biotinylated primer immobi-
lized on magnetic beads and a DIG-labeled primer. The
resulting PCR product was already immobilized on the
magnetic beads, and therefore it was possible as well to
capture the DNA with the m-GEC sensor. The detection
was enabled due to the DIG labeling, which allowed the
modification with an anti-DIG-HRP conjugate. The activity
of the enzyme was measured using chronoamperometry.
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Hydroquinone was used as a mediator and H,O, as a
substrate. Mismatch detection was possible when applying
chemically stringent conditions using 50% (v/v) formamide
in the 5% SSC measuring buffer.

Miranda-Castro et al. [75] demonstrated the detection of
Legionella pneumophila by means of DPV. They used a
hairpin loop capture probe immobilized by a thiol linker on
gold electrodes and a mixture of ds target DNA and a
signaling probe labeled with biotin. Double-stranded target
DNA was heated to 98°C in the presence of the signaling
probe and cooled to 0°C to avoid amplicon strand
reannealing. Incubation of the electrode with this mixture
was followed by addition of streptavidin labeled with
alkaline phosphatase. This enzyme triggered the reaction
of 1-naphthyl phosphate to 1-naphthol which was then
detected by DPV. This method allowed the reliable
detection of 100 copies of the genome of L. pneumophila.

Horakova-Brazdilova et al. [76] described the detection
of the human tumor suppressor gene p53. They used the
same approach as demonstrated in [70] and were able to
detect 15 pg/ml of tDNA, which corresponds with 0.75
pmol of specific sequence. Furthermore, they demonstrated
the combination of this electrochemical enzyme-linked
DNA hybridization with reverse transcription of RNA
followed by PCR amplification of the resulting cDNA with
specific primers (RT-PCR) to examine the expression of
gene rbcL encoding a subunit of the enzyme Rubisco. This
enzyme is known to be expressed in green parts of plants
upon illumination as it is involved in photosynthesis. When
using tDNA obtained from PCR on genomic DNA, the
gene rbcL was detected in both green leaves and callus
samples whereas when tDNA is obtained by RT-PCR on
whole RNA, signals were detected only in the samples from
green leaves. The third described method is the primer-
extension-based DNA sensing. In this method, an unlabeled
probe is attached to the tDNA. This serves as a primer for
the labeled DNA synthesis in which dU”°TP is incorpo-
rated into the synthesized DNA. Due to multiple tags per
primer extension (PEX) product, a signal enhancement is
achieved. When RT-PCR products of rbcL prepared from
green tobacco leaves or nongreen material from tobacco
were analyzed by the PEX method, signals were obtained
only in rbcL-expressing green leaves and signals were
significantly higher compared with those measurements
where only RT-PCR products were used.

The same group proposed the detection of nucleotide
polymorphisms in p53 mutation hotspots and expression of
mutant p53 in human cell lines [77]. Combining the
double-surface technique [70] with RT-PCR and PEX
[76], they were able to detect single-nucleotide polymor-
phism in samples received from cell cultures, differentiating
mutant and wild-type genotypes where mutant genotypes
indicate the inability of pS3 to act as a tumor suppressor.
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Fig. 3 Electrochemical real-time PCR based on [(Ru(bpy)3)]3+-
mediated cyclic voltammetric monitoring of dGTP consumption. As
in optical real-time PCR, the quantification is possible by plotting
cycle number after which the fixed normalized threshold response

Ferguson et al. [78] constructed an integrated microfluidic
electrochemical DNA sensor for the detection of the gyrB
gene from Salmonella enterica. PCR, enzymatic digestion of
the PCR product to a ssDNA target, and the detection of the
DNA on a gold electrode by means of AC voltammetry
therefore took place on one chip. For the PCR, genomic
DNA from S. enterica obtained from ATCC (Manassas, VA)
was used as a template. They also used one phosphorylated
primer so that the digestion of the PCR product to a ssDNA
target (using Lambda exonuclease) could take place. The
hairpin DNA probe was immobilized on the electrode by
means of thiol linkers and was covalently labeled with MB.
Therefore, when measured with AC voltammetry, a decrease
of electrochemical signal was observed when hybridization
took place. With this “switch-off” method, a detection limit
of 10 aM (300 copies of target DNA) was reached.

Deféver et al. [79] demonstrated an example of real-time
PCR with electrochemical detection using cyclic voltammetry
on screen-printed electrodes. The progressive consumption of
free electroactive deoxynucleoside triphosphates (dNTPs)
used for DNA synthesis was monitored (Fig. 3). This was
accomplished by exploiting the fast catalytic oxidation of
native dGTP or its unnatural analog 7-deaza-dGTP by the
one-electron redox catalysts [Ru(bipy)s]> or [Os(bipy);]**
generated at the electrode. A detection step was performed
after each cycle of the PCR. Sensitivity was not as high as
compared with the optical-based real-time PCR.

Liepold et al. from FRIZ Biochem GmbH (Germany)
reported on PCR product detection using a competitive assay
on gold electrodes modified with capture probes and signaling
oligos labeled with osmium(II/IIT) complexes and ferrocene
[80]. Using a DNeasy Blood and Tissue kit (Qiagen NV), the
DNA templates were isolated from clinical specimens.

Ghindilis et al. from CombiMatrix (USA) developed an
electrochemical microarray comprising >12,000 electrodes,

0 2 4 6 8 10 12
Log initial copy number

(dashed light blue line in A) is reached versus template concentration.
In B, the diamonds and bullets represent electrochemical detection,
whereas stars and squares depict classic fluorescent (TaqMan)
comparison experiments. From [79] with permission

which is able to monitor gene expression [81]. The RNA is
amplified by PCR, and amplicons are detected by means of
enzymatic amplification with HRP labels as implemented in
the ElectraSense™ protocol.

Direct PCR-free detection in real samples

Since PCR requires several handling steps, bears risk of
contamination and false positives, and takes a long time to
complete, people have proposed direct sequence-specific
detection of DNA and RNA.

Mascini and coworkers proposed the use of inosine-
modified (guanine-free) capture probes immobilized on
screen-printed graphite electrodes for the identification of
mammalian species [82]. Genomic DNA was extracted
from unprocessed tissue samples. In the next step, the
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Fig. 4 Use of enzyme-labeled reporter strands (secondary probes) to
detect unmodified single-stranded PCR products or rRNA by capture
probes immobilized on gold electrodes. The enzyme-amplified signal
is further amplified electrochemically by redox cycling. From [22]
with permission
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sample was treated with ribonuclease A and then incubated
with proteinase K. To further purify the sample, several
steps of extractions and precipitation followed. For the
hybridization, the target solution was given directly to the
activated electrode surface (screen-printed electrode with
immobilized capture probe) for 10 min. After the hybrid-
ization with the complementary target, the guanine oxidation
could be detected using SWV. Under optimized conditions,
the authors reached a detection limit of 30 pg/ml, and so they
were able to discriminate between different species.

Sequence-specific PCR-free detection can also be per-
formed based upon rRNA extracted from bacteria cells.
These RNA species can be found in many copies in each
cell. Elsholz et al. (eBiochip GmbH, Germany) described
amperometric detection and quantification of 16S rRNA
from different bacteria such as E. coli and S. aureus [83].
Extraction of total RNA was conducted, and a 0.5-ng/ul
detection limit was reached using reporter strands with
alkaline phosphatase labels and capture probes immobilized
on gold electrodes (Fig. 4).

Another enzymatic amplification approach to detect
rRNA from various bacteria has been reported by Liao
et al. (GeneFluidics, USA) [84]. In this case, an HRP
label at the reporter probe and the substrate K-Blue
Aqueous TMB (Neogen, Lexington, KY) were used to
perform amperometric detection.

Conclusions

After one decade of exploring different electrochemical
approaches to detect model analytes of nucleic acids in a
sequence-specific manner, many reports have been published
on how to apply these techniques to real samples. In most
cases, DNA is extracted and then amplified by PCR. The PCR
products are then thermally or chemically denaturated and
hybridized with electrode surface-confined capture probes.
Chemical modification of the single strands with osmium
tetroxide bipyridine prevents renaturation. The hybridization
events can be detected indicator free by using intercalators
or electrochemical impedance spectroscopy. Alternatively,
electroactive labels can be covalently attached to target or
signaling strands. Such labels can be enzymes that produce
vast amounts of redox-active products, leading to further
amplified electrochemical signals.

PCR can be omitted in case of bacterial rRNA, which is
found in many copies in each bacterial cell and can be
specifically detected in the total RNA fraction.

Several companies such as FRIZ Biochem GmbH and
eBiochip GmbH in Germany as well as Combimatrix,
Osmetech, and GeneFluidics in the USA have presented
electrochemical chips and devices capable of performing
routine genetic tests.
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Future development will lead to electrochemical real-
time PCR analysis of real samples. This will allow
quantification of such as infectious microorganisms and
rapid point-of-care medical diagnosis with compact
analysis devices. Another important future direction will
be electrochemical detection of various RNA species in
real samples.

References

1. Palecek E (1958) Oszillographische Polarographie der Nucleinséuren
und ihrer Bestandteile. Naturwiss 45(8):186—187
2. Palecek E (1960) Oscillographic polarography of highly polymerized
deoxyribonucleic acid. Nature 188(4751):656—657
3. Palecek E, Boublikova P, Galazka G, Klysik J (1987) Inhibition of
restriction endonuclease cleavage due to site-specific chemical
modification of the B-Z junction in supercoiled DNA. Gen
Physiol Biophys 6(4):327-341
4. Millan KM, Mikkelsen SR (1993) Sequence-selective biosensor
for DNA based on electroactive hybridization indicators. Anal
Chem 65(17):2317-2323
5. Peterlinz KA, Georgiadis RM, Herne TM, Tarlov MJ (1997)
Observation of hybridization and dehybridization of thiol-tethered
DNA using two-color surface plasmon resonance spectroscopy. J
Am Chem Soc 119(14):3401-3402
6. Kelley SO, Jackson NM, Hill MG, Barton JK (1999) Long-range
electron transfer through DNA films. Angew Chem Int Ed 38
(7):941-945
7. Kelley SO, Boon EM, Barton JK, Jackson NM, Hill MG (1999)
Single-base mismatch detection based on charge transduction
through DNA. Nucleic Acids Res 27(24):4830-4837
8. Boon EM, Ceres DM, Drummond TG, Hill MG, Barton JK
(2000) Mutation detection by electrocatalysis at DNA-modified
electrodes. Nat Biotechnol 18(10):1096—-1100
9. Boon EM, Barton JK (2002) Charge transport in DNA. Curr Opin
Struct Biol 12(3):320-329
10. Laforgue A, Addou T, Bélanger D (2005) Characterization of the
deposition of organic molecules at the surface of gold by the
electrochemical reduction of aryl diazonium cations. Langmuir 21
(15):6855-6865
11. Liu G, Bocking T, Gooding JJ (2007) Diazonium salts: stable
monolayers on gold electrodes for sensing applications. J Electroanal
Chem 600(2):335-344
12. Harper JC, Polsky R, Wheeler DR, Dirk SM, Brozik SM (2007)
Selective immobilization of DNA and antibody probes on
electrode arrays: simultaneous electrochemical detection of DNA
and protein on a single platform. Langmuir 23(16):8285-8287
13. Caruana DJ, Heller A (1999) Enzyme-amplified amperometric
detection of hybridization and of a single base pair mutation in an
18-base oligonucleotide on a 7-pwm-diameter microelectrode. J Am
Chem Soc 121(4):769-774
14. Zhang Y, Kim HH, Heller A (2003) Enzyme-amplified ampero-
metric detection of 3000 copies of DNA in a 10-uL droplet at 0.5
fM concentration. Anal Chem 75(13):3267-3269
15. Palecek E (2002) Past, present and future of nucleic acids
electrochemistry. Talanta 56(5):809-819
16. Wang J (2002) Electrochemical nucleic acid biosensors. Anal
Chim Acta 469(1):63-71
17. Wang J (2003) Nanoparticle-based electrochemical DNA detection.
Anal Chim Acta 500(1-2):247-257
18. Gooding JJ (2002) Electrochemical DNA hybridization biosensors.
Electroanalysis 14(17):1149-1156



Sequence-specific electrochemical detection of nucleic acids

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

Drummond TG, Hill MG, Barton JK (2003) Electrochemical
DNA sensors. Nat Biotechnol 21(10):1192-1199

Kerman K, Kobayashi M, Tamiya E (2004) Recent trends in
electrochemical DNA biosensor technology. Meas Sci Technol 15
(2):R1-R11

Fang Y, Xu Y, He P (2005) DNA biosensors based on metal
nanoparticles. J Biomed Nanotech 1(3):276-285

Lucarelli F, Tombelli S, Minunni M, Marrazza G, Mascini M
(2008) Electrochemical and piezoelectric DNA biosensors for
hybridisation detection. Anal Chim Acta 609(2):139-159

Cagnin S, Caraballo M, Guiducci C, Martini P, Ross M, SantaAna
M, Danley D, West T, Lanfranchi G (2009) Overview of
electrochemical DNA biosensors: new approaches to detect the
expression of life. Sensors 9(4):3122

Qureshi A, Kang WP, Davidson JL, Gurbuz Y (2009) Review on
carbon-derived, solid-state, micro and nano sensors for electro-
chemical sensing applications. Diamond Relat Mater 18(12):1401—
1420

Sadik OA, Aluoch AO, Zhou A (2009) Status of biomolecular
recognition using electrochemical techniques. Biosens Bioelectron
24(9):2749-2765

Luo X, Hsing IM (2009) Electrochemical techniques on sequence-
specific PCR amplicon detection for point-of-care applications.
Analyst 134(10):1957-1964

Batchelor-McAuley C, Wildgoose GG, Compton RG (2009) The
physicochemical aspects of DNA sensing using electrochemical
methods. Biosens Bioelectron 24(11):3183-3190

Rivas GA, Pedano ML, Ferreyra NF (2005) Electrochemical
biosensors for sequence-specific DNA detection. Anal Lett 38
(15):2653-2703

Miranda-Castro R, de-los-Santos-Alvarez N, Lobo-Castanén MJ,
Miranda-Orderes AJ, Tunén-Blanco P (2009) Structured nucleic
acid probes for electrochemical devices. Electroanalysis 21
(19):2077-2090

De-los-Santos-Alvarez P, Lobo-Castanén MJ, Miranda-Ordieres
AlJ, Tunén-Blanco P (2003) Electrochemistry of nucleic acids at solid
electrodes and Ist applications. Electroanalysis 16(15):1193—-1204
Cai W, Peck JR, van der Weide DW, Hamers RJ (2004) Direct
electrical detection of hybridization at DNA-modified silicon
surfaces. Biosens Bioelectron 19(9):1013-1019

Zhu N, Lin Y, Yu P, Su L, Mao L (2009) Label-free and sequence-
specific DNA detection down to a picomolar level with carbon
nanotubes as support for probe DNA. Anal Chim Acta 650(1):44—48
Zhang XZ, Liu SF, Jiao K, Gao H, Shi Y (2008) Rapid and cost-
effective detection of sequence-specific DNA by monitoring the
electrochemical response of 2'-deoxyguanosine 5'-triphosphate in
a PCR sample. Analyst 133(12):1729-1735

Ramanaviciene A, Ramanavicius A (2004) Pulsed amperometric
detection of DNA with an ssDNA/polypyrrole-modified electrode.
Anal Bioanal Chem 379(2):287-293

Ozkan D, Erdem A, Kara P, Kerman K, Meric B, Hassmann J,
Ozsoz M (2002) Allele-specific genotype detection of factor V
Leiden mutation from polymerase chain reaction amplicons based
on label-free electrochemical genosensor. Anal Chem 74
(23):5931-5936

Wang J, Rivas G, Fernandes JR, Paz JLL, Jiang M, Waymire R
(1998) Indicator-free electrochemical DNA hybridization biosensor.
Anal Chim Acta 375(3):197-203

Kara P, Ozkan D, Erdem A, Kerman K, Pehlivan S, Ozkinay F
UD, Itirli G, Ozsoz M (2003) Detection of achondroplasia G380R
mutation from PCR amplicons by using inosine modified carbon
electrodes based on electrochemical DNA chip technology. Clin
Chim Acta 336(1-2):57-64

Ozkan-Ariksoysal D, Tezcanli B, Kosova B, Ozsoz M (2008)
Design of electrochemical biosensor systems for the detection of
specific DNA sequences in PCR-amplified nucleic acids related to

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

the catechol-O-methyltransferase vall 08/158Met polymorphism
based on intrinsic guanine signal. Anal Chem 80(3):588-596
Ozkan-Ariksoysal D, Karadeniz H, Erdem A, Sengonul A,
Sayiner AA, Ozsoz M (2005) Label-free electrochemical hybrid-
ization genosensor for the detection of hepatitis B virus genotype
on the development of lamivudine resistance. Anal Chem 77
(15):4908-4917

Kara P, Cavdar S, Meric B, Erensoy S, Ozsoz M (2007)
Electrochemical probe DNA design in PCR amplicon sequence
for the optimum detection of microbiological diseases. Bioelec-
trochemistry 71(2):204-210

Pournaghi-Azar MH, Alipour E, Zununi S, Froohandeh H, Hejazi
MS (2008) Direct and rapid electrochemical biosensing of the
human interleukin-2 DNA in unpurified polymerase chain
reaction (PCR)-amplified real samples. Biosens Bioelectron 24
(4):524-530

Zhang YC, Yang T, Zhou N, Zhang W, Jiao K (2008) Nano Au/
TiO2 hollow microsphere membranes for the improved sensitivity
of detecting specific DNA sequences related to transgenes in
transgenic plants. Sci China Ser B Chem 51(11):1066-1073

Niu SY, Zhang SS, Wang L, Li X-M (2006) Hybridization biosensor
using di(1,10-phenanthroline) (imidazo[f]1,10-phenanthroline)
cobalt(Il) as electrochemical indicator for detection of human
immunodeficiency virus DNA. J Electroanal Chem 597(2):111—
118

Wong ELS, Gooding JJ (2006) Charge transfer through DNA: a
selective electrochemical DNA biosensor. Anal Chem 78
(7):2138-2144

Hashimoto K, Miwa K, Goto M, Ishimori Y (1993) DNA sensor: a
novel electrochemical gene detection method using carbon electrode
immobilized DNA probes. Supramol Chem 2(4):265-270
Marrazza G, Chiti G, Mascini M, Anichini M (2000) Detection of
human apolipoprotein E genotypes by DNA electrochemical
biosensor coupled with PCR. Clin Chem 46(1):31-37

Marques LPJ, Cavaco I, Pinheiro JP, Ribeiro V, Ferreira GNM
(2003) Electrochemical DNA sensor for detection of single
nucleotide polymorphism. Clin Chem Lab Med 41(4):475-481
Won BY, Shin SC, W-y C, Shin S, Cho D-Y, Park HG (2009)
Mismatch DNA-specific enzymatic cleavage employed in a new
method for the electrochemical detection of genetic mutations.
Chem Commun 28:4230-4232

Meric B, Kerman K, Ozkan D, Kara P, Erensoy S, Akarca US,
Mascini M, Ozsoz M (2002) Electrochemical DNA biosensor for
the detection of TT and hepatitis B virus from PCR amplified real
samples by using methylene blue. Talanta 56(5):837-846

Kara P, Meric B, Zeytinoglu A, Ozsoz M (2004) Electrochemical
DNA biosensor for the detection and discrimination of herpes
simplex type I and type II viruses from PCR amplified real
samples. Anal Chim Acta 518(1-2):69-76

Kara P, Cavdar S, Berdeli A, Ozsoz M (2007) Electrochemical
genoassay design for allele-specific detection of toll-like receptor-
2 gene polymorphism. Electroanalysis 18(18):1875-1882
Chaumpluk P, Kerman K, Takamura Y, Tamiya E (2007) Accumu-
lation of amplified target DNAs using thiol/biotin labeling, S1
nuclease, and ferrocene—streptavidin—magnetic system and a direct
detection of specific DNA signals with screen printed gold electrode.
Sci Technol Adv Mater 8(4):323-330

Mandong G, Yanqing L, Hongxia G, Xiaoqin W, Lifang F (2007)
Electrochemical detection of short sequences related to the
hepatitis B virus using MB on chitosan-modified CPE. Bioelec-
trochemistry 70(2):245-249

Won BY, Lee DW, Shin SC, Cho D-Y, Lee SS, Yoon HC, Park
HG (2008) A DNA intercalation-based electrochemical method
for detection of Chlamydia trachomatis utilizing peroxidase-
catalyzed signal amplification. Biosens Bioelectron 24(4):665—
669

@ Springer



H. Duwensee et al.

55.

56.

57.

8.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

Kerman K, Saito M, Tamiya E (2008) Electroactive chitosan
nanoparticles for the detection of single-nucleotide polymorphisms
using peptide nucleic acids. Anal Bioanal Chem 391(8):2759-2767
Zhang W, Yang T, Huang D, Jiao K, Li G (2008) Synergistic
effects of nano-ZnO/multi-walled carbon nanotubes/chitosan
nanocomposite membrane for the sensitive detection of sequence-
specific of PAT gene and PCR amplification of NOS gene. ] Membr
Sci 325(1):245-251

Chen J, Zhang J, Wang K, Huang L, Lin X, Chen G (2008)
Electrochemical biosensor based on hairpin DNA probe using
2-nitroacridone as electrochemical indicator for detection of
DNA species related to chronic myelogenous leukemia.
Electrochem Commun 10(10):1448-1451

Zhu L, Zhao R, Wang K, Xiang H, Shang Z, Sun W (2008)
Electrochemical behaviors of methylene blue on DNA modified
electrode and its application to the detection of PCR product from
NOS sequence. Sensors 8(9):5649-5660

Reske T, Mix M, Bahl H, Flechsig GU (2007) Electrochemical
detection of osmium tetroxide-labeled PCR-products by means of
protective strands. Talanta 74(3):393-397

Mix M, Reske T, Duwensee H, Flechsig GU (2009) Electrochemical
detection of asymmetric PCR products by labeling with osmium
tetroxide. Electroanalysis 21(7):826-830

Huang TJ, Liu MS, Knight LD, Grody WW, Miller JF, Ho C-M
(2002) An electrochemical detection scheme for identification of
single nucleotide polymorphisms using hairpin-forming probes.
Nucleic Acids Res 30(12):e55

Duwensee H, Jacobsen M, Flechsig GU (2009) Electrochemical
competitive hybridization assay for DNA detection using osmium
tetroxide-labelled signalling strands. Analyst 134(5):899-903
Pavlovic E, Lai RY, Wu TT, Ferguson BS, Sun R, Plaxco KW,
Soh HT (2008) Microfluidic device architecture for electrochemical
patterning and detection of multiple DNA sequences. Langmuir 24
(3):1102-1107

Bonanni A, Esplandiu MJ, del Valle M (2008) Signal amplification
for impedimetric genosensing using gold—streptavidin nanoparticles.
Electrochim Acta 53(11):4022-4029

Azek F, Grossiord C, Joannes M, Limoges B, Brossier P (2000)
Hybridization assay at a disposable electrochemical biosensor for
the attomole detection of amplified human cytomegalovirus DNA.
Anal Biochem 284(1):107-113

Patolsky F, Lichtenstein A, Kotler M, Willner I (2001) Electronic
transduction of polymerase or reverse transcriptase induced
replication processes on surfaces: highly sensitive and specific
detection of viral genomes. Angew Chem Int Ed 40(12):2261—
2265

Ozsoz M, Erdem A, Kerman K, Ozkan D, Tugrul B, Topcuoglu
N, Ekren H, Taylan M (2003) Electrochemical genosensor based
on colloidal gold nanoparticles for the detection of factor V
Leiden mutation using disposable pencil graphite electrodes. Anal
Chem 75(9):2181-2187

Patolsky F, Lichtenstein A, Willner I (2003) Highly sensitive
amplified detection of DNA by biocatalyzed precipitation of an
insoluble product onto electrodes. Chem Eur J 9(5):1137-1145
Fojta M, Havran L, Vojtiskova M, Palecek E (2004) Electrochemical
detection of DNA triplet repeat expansion. J] Am Chem Soc 126
(21):6532-6533

@ Springer

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

Fojta M, Brazdilova P, Cahova K, Pecinka C (2006) A single-
surface electrochemical biosensor for the detection of DNA triplet
repeat expansion. Electroanalysis 18(2):141-151

Pavlov V, Willner I, Dishon A, Kotler M (2004) Amplified detection
of telomerase activity using electrochemical and quartz crystal
microbalance measurements. Biosens Bioelectron 20(5):1011-1021
Nebling E, Grunwald T, Albers J, Schafer P, Hintsche R (2004)
Electrical detection of viral DNA using ultramicroelectrode arrays.
Anal Chem 76(3):689-696

Palchetti I, Laschi S, Marrazza G, Mascini M (2007) Electrochemical
imaging of localized sandwich DNA hybridization using scanning
electrochemical microscopy. Anal Chem 79(18):7206-7213

Lermo A, Campoy S, Barbe J, Hernandez S, Alegret S, Pividori MI
(2007) In situ DNA amplification with magnetic primers for the
electrochemical detection of food pathogens. Biosens Bioelectron 22
(9-10):2010-2017

Miranda-Castro R, de-los-Santos-Alvarez N, Lobo-Castanon M1J,
Miranda-Ordieres AJ, Tunon-Blanco P (2009) PCR-coupled
electrochemical sensing of Legionella pneumophila. Biosens
Bioelectron 24(8):2390-2396

Horakova-Brazdilova P, Fojtova M, Vytras K, Fojta M (2008)
Enzyme-linked electrochemical detection of PCR-amplified
nucleotide sequences using disposable screen-printed sensors.
Applications in gene expression monitoring. Sensors 8:193-210
Horékovéa P, Simkové E, Vychodilova Z, Brazdova M, Fojta M
(2009) Detection of single nucleotide polymorphisms in p53
mutation hotspots and expression of mutant p53 in human cell lines
using an enzyme-linked electrochemical assay. Electroanalysis 21
(15):1723-1729

Ferguson BS, Buchsbaum SF, Swensen JS, Hsieh K, Lou X, Tom
Soh H (2009) Integrated microfluidic electrochemical DNA
sensor. Anal Chem 81(15):6503-6508

Defever T, Druet M, Rochelet-Dequaire M, Joannes M, Grossiord
C, Limoges B, Marchal D (2009) Real-time electrochemical
monitoring of the polymerase chain reaction by mediated redox
catalysis. ] Am Chem Soc 131(32):11433-11441

Liepold P, Kratzmiiller T, Persike N, Bandilla M, Hinz M, Wieder
H, Hillebrandt H, Ferrer E, Hartwich G (2008) Electrically
detected displacement assay (EDDA): a practical approach to
nucleic acid testing in clinical or medical diagnosis. Anal Bioanal
Chem 391(5):1759-1772

Ghindilis AL, Smith MW, Schwarzkopf KR, Roth KM, Peyvan K,
Munro SB, Lodes MJ, Stover AG, Bernards K, Dill K, McShea A
(2007) CombiMatrix oligonucleotide arrays: genotyping and gene
expression assays employing electrochemical detection. Biosens
Bioelectron 22(9-10):1853-1860

Mascini M, Carlo MD, Minunni M, Cheng B, Compagnone D
(2005) Identification of mammalian species using genosensors.
Bioelectrochemistry 67(2):163—169

Elsholz B, Woérl R, Blohm L, Albers J, Feucht H, Grunwald T,
Jirgen B, Schweder T, Hintsche R (2006) Automated detection
and quantitation of bacterial RNA by using electrical microarrays.
Anal Chem 78(14):4794-4802

Liao JC, Mastali M, Li Y, Gau V, Suchard MA, Babbitt J,
Gornbein J, Landaw EM, McCabe ERB, Churchill BM, Haake
DA (2007) Development of an advanced electrochemical DNA
biosensor for bacterial pathogen detection. J Mol Diagn 9(2):158-168



Publikationen

Publikation 2

Reske T, Mix M, Bahl H, Flechsig G-U: Electrochemical detection of osmium tetroxide labeled
PCR products by means of protective strands. Talanta 74 (3); 2007; 393-397

(DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.talanta.2007.09.004)

69



Available online at www.sciencedirect.com

ScienceDirect

Talanta 74 (2007) 393-397

Talanta

www.elsevier.com/locate/talanta

Electrochemical detection of osmium tetroxide-labeled PCR-products by
means of protective strands

Thomas Reske ?, Maren Mix *°, Hubert Bahl?, Gerd-Uwe Flechsig®*

& University of Rostock, Department of Chemistry, Dr. -Lorenz-Weg 1, D-18051 Rostock, Germany
b University of Rostock, Department of Biological Sciences, A.-Einstein-Str. 3, D-18051 Rostock, Germany

Received 1 June 2007; received in revised form 8 September 2007; accepted 10 September 2007
Available online 15 September 2007

Published in honor of Professor Joseph Wang’s 60th birthday.

Abstract

This communication reports about how single-stranded 136 base polymerase chain reaction (PCR) products labeled with electrochemically
active osmium tetroxide bipyridine can be detected voltammetrically by hybridization with probe strands immobilized on gold electrodes. These
electroactive ssDNA targets have been obtained by means of Lambda Exonuclease treatment of the double-stranded PCR products followed by
hybridization of the remaining single strands with short protective strands and covalent labeling with osmium tetroxide bipyridine. Square-wave
voltammetric signals of these osmium labels have been obtained only upon hybridization with the immobilized probe strands. An optimal 50 °C
hybridization temperature has been found with a saturation of the probe layer at 30 min hybridization time and 7.5 nmol/I target concentration. The
blank capture probe layer alone did not yield any signal. Unprotected strands produced almost no interference. Such double-selective switch-on
electrochemical hybridization assays hold great promise for the specific detection of PCR products.

© 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords: PCR product; Protective strand; Osmium tetroxide bipyridine; Gold electrode; Probe SAM; DNA hybridization

1. Introduction

Nucleic acid-modified electrodes used as biosensors can
detect the hybridization of two complementary DNA single
strands (probe and target). This electrochemical transduction
can be performed by means of molecules that are (a) cova-
lently attached to the target, (b) interacting with the negatively
charged phosphate groups or (c¢) intercalating into the base stack.
It is also possible to make use of the intrinsic electrochemi-
cal activity of the DNA, e.g. the oxidation of guanine [1-3].
Magnetic beads [4,5] and self-assembled monolayers [6—12]
are proven approaches to immobilize the probe strands. We
recently reported about the application of covalently attached
redox markers together with thiol-linked probe oligonucleotides
on heated gold electrodes [13,14].

A few studies about the electrochemical detection of poly-
merase chain reaction (PCR) products have been published.

* Corresponding author. Tel.: +49 381 4986470, fax: +49 381 4986461.
E-mail address: gerd-uwe.flechsig@uni-rostock.de (G.-U. Flechsig).

0039-9140/$ — see front matter © 2007 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.talanta.2007.09.004

Methylene blue intercalates stronger into ssDNA (single-
stranded DNA) than into dsDNA (double-stranded DNA). This
has been used to detect the hybridization of PCR products
with capture probes immobilized on carbon paste electrodes
[15]. Upon successful hybridization, a diminished voltammetric
methylene blue signal has been observed. In similar approaches,
daunomycin [16,17] and Meldola’s blue [18] have been used to
detect PCR products electrochemically. Hybridization detection
assays basing on intercalators and alike often suffer from small
differences in the electrochemical signals obtained before and
after target binding. Yet, this difference has to be taken as the
hybridization indication.

The methods of electrochemical hybridization detection have
been reviewed several times [19-23].

The complex [OsO4(bipy)] can be utilized as an electrochem-
ically reversible covalent DNA-label [24]. It reacts with the
pyrimidine bases thymine and cytosine [25] forming a diester
of osmium(VI) acid in well-known manner under oxidation of
the C—C-double bond in the pyrimidine ring. Labeling of DNA-
strands of any length can be easily performed in the laboratory,
which is an important advantage of this approach. However,
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only pyrimidine bases of single strands can be labeled this way.
Such Os-modified DNA strands on the other hand are unable
to form double strands, i.e. hybridization with probe oligos is
no longer possible. These reactions have been investigated for
about 25 years by Palecek et al. They showed that osmium
tetroxide complexes could be utilized as strand selective probes
which allow not only discriminating between single and double-
stranded DNA but also studying the structure of double strands as
well as sensitive detection of nucleic acids [26—29]. Until now,
the steps of Os(VIII)-labeling, probe hybridization and elec-
trochemical detection have been conducted in solution and at
separate surfaces, respectively, especially by means of magnetic
beads [30-34]. Such osmium tetroxide labeling had also been
applied to detect oligo(dA),-containing PCR products by means
of thermal denaturation and magnetic separation [31,32].

Protective oligonucleotides are known from biochemical
applications, where, e.g. DNA strands have to be protected
against cleavage by nucleases [35]. Recently, we reported on
how protective oligonucleotide strands can be utilized for label-
ing thymine-containing nucleic acids by means of [OsO4(bipy)]
without losing their ability for hybridization reactions with
immobilized oligonucleotide probes [36,37]. We applied this
technique to compare the DNA hybridization on both heated
ceramic-based and rotating gold disk electrodes [38]. Fojta
et al. have (independently from us) reported about the use
of protective oligonucleotides for the preparation of osmium
tetroxide-labeled reporter strands by means of magnetic separa-
tion [39]. Here, we demonstrate that this new method can also
be applied to detect the products of polymerase chain reactions
(PCR). Such amplicons are generally obtained in the form of
double strands. To ease the hybridization with the immobilized
probe oligonucleotides, we removed one of the product strands
by nuclease cleavage.

2. Experimental
2.1. Material

2,2’-Bipyridine was delivered by Merck and osmium tetrox-
ide as a 2% aqueous solution from Fluka. The dithiol-modified
DNA probe (F-probe) containing a (dT);5-spacer was deliv-
ered by Friz Biochem GmbH (Munich, Germany). The 136 mer
Fragment was prepared as described below. The “Tris-buffer”
contained 10 mmol/l Tris-(hydroxymethyl)-aminomethane and
0.5 mol/l sodium sulfate and was adjusted to pH 7.5 using sul-
furic acid. The sequences of all DNA-strands together with
their length and designations are given in Table 1. The F-probe
oligonucleotide fits to a 27-base recognition site (underlined in
Table 1) of the 136 base Fragment. The F-protector oligonu-
cleotide contains 5 mismatches (underlined and bold in Table 1)
to ease its later displacement by the immobilized F-probe.

2.2. PCR and Exonuclease treatment conditions
A synthetic 136-base-DNA (sequence from the genome

of Clostridium acetobutylicum [1855609-1855744]) was used
as template. The standard PCR reaction was performed with

Table 1

DNA sequences

Designation Length Sequence

Fragment 136 5/-
CTTACAGGAATTGTTTTGGGACTTGCAA
GGGCTTTTGGAGAGGCATTAGCAGTTCAA
ATGGTAATAGGTAATACAGTAAAATCAG
CTCAAGGACTTTTTTCTCCTAC-
TACCACTTTGACAAGCGTACTTACAATGG-
3/

F-protector 27 5'-CAG TGT TTG ACC TGA TTT TAC TGT
CTT-3

F-probe 27 5'-AAG TCC TTG AGC TGA TTT TAC TGT

ATT- tttetttetttteet-[Dithio]3-3’

100 ng of template DNA, 0.4 uM dNTPs, 0.5 uM of the primers
C.aceto F and C.aceto Rp (Table 2) and 2.5U Sawady-Taq-
DNA-Polymerase (Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Germany) in 50 .l reaction volume according to the manufac-
turer’s instructions. While synthetic primers are normally not
phosphorylated on their 5'-end (according to natural DNA),
the primer C.aceto Rp was 5'-phosphorylated for later recogni-
tion by the exonuclease to allow cleavage of only this strand.
The enzymatic hydrolysis of the phosphorylated strand of
the DNA was performed using 15U of Lambda Exonuclease
(NEB GmbH, Frankfurt a.M., Germany), which has the high-
est selectivity for 5'-end phosphorylated DNA, in 1x Lambda
Exonuclease buffer for 1 h at 37 °C. During this step, the phos-
phorylated strand was recognized by the exonuclease and (at
least in theory) completely removed from the PCR product’s
double strand releasing a single strand. We will show in the next
section that the yield of this process was not 100%. The enzyme
was heat-inactivated after the reaction for 10 min at 75 °C. Best
results in the voltammetric experiments were achieved when
the DNA was purified after that using the NucleoSpin Extract II
Kit (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren, Germany) with
4 volumes of NTC buffer or the innuPREP DOUBLEpure Kit
(Analytik Jena AG, Jena, Germany) according to the manufac-
turer’s instructions. This purified mainly single-stranded PCR
product called Fragment has been used in the following steps.
All DNA concentrations were evaluated visually in the agarose
gel (2%, w/v) using the DNA-marker (Fermentas GmbH, St.
Leon-Roth, Germany) as a comparison.

2.3. Modification of Fragment oligonucleotide

The Fragment at its maximum concentration (between 25 and
250 nmol/l) and the protective strand F-protector (10 pmol/l)
in at least ten-fold excess were mixed and left for 2 h at room
temperature to allow hybridization. In one control experiment,
the protective strand has not been added. A Tris-buffer solution

Table 2
Primers
Sequence: 5'-3
C.aceto F CTTACAGGAATTGTTTTGGGA Forward primer
C.aceto Rp p CCATTGTAAGTACGCTTGTCA Reverse primer
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containing 10 mmol/l osmium tetroxide and 10 mmol/l 2,2’-
bipyridine (forming [OsOq4(bipy)]) was then added and left at
room temperature for 2h. After this period, the excess of the
osmium complex was removed by dialysis against pure Tris-
buffer by means of Slide-A-Lyzer MINI Dialysis Units, 3500
MWCO (Rockford, IL, USA) at 4°C for 19h. This solution
(containing the osmium-labeled target Fragment) was used for
the hybridization experiments.

2.4. Preparation of SAM-modified gold electrodes

The gold disk electrode (Metrohm, Switzerland) was first pol-
ished using corundum 0.3 pm and then electrochemically treated
by means of 25 voltammetric cycles between —0.2 and +1.65V
at 100 mV/s in 0.5 M sulfuric acid. After rinsing with water, one
droplet of 15 ul F-probe (30.3 pmol/l) solution was given onto
the dried electrode and left overnight (16 h) at 10 °C in a water-
saturated atmosphere allowing the formation of the probe-SAM.
After this, the electrode was soaked for 1 h in 1 mmol/l aqueous
mercaptohexanol solution.

2.5. Hybridization and dehybridization procedure

During the hybridization step, the rotating gold disk electrode
was dipped in a beaker containing the target (Fragment) solution
and adjusted to 1000 rpm. After this the electrode was rinsed with
Tris-buffer. To regenerate the probe-SAM by dehybridization,
the electrode was immersed in 50 °C water for 60 s.

2.6. Electrochemical measurements

For all electrochemical procedures, an Autolab PSTAT10
(ecochemie, Utrecht, The Netherlands) controlled by a PC with
GPES 4.8 software and an electrode stand inside a Faraday
cage together with a Ag/AgCl (3 mol/l KCl) reference elec-
trode and a glassy carbon counter electrode (all from Metrohm
AG, Herisau, Switzerland) was used. The parameters for square-
wave voltammetry were 200 Hz, 40 mV amplitude. The scan
was performed from —0.55 to 0.0 V. All measurements were
conducted at room temperature in Tris-buffer. The peak-shaped
signals were smoothed and baseline-corrected. Automatic peak
search was applied.

3. Results and discussion

The PCR and Lambda Exonuclease treatment were per-
formed as described above. For a successful electrochemical
detection without disturbances of hybridization of probe and
target, we chose a sequence with a low ability to form stable
secondary structures. The results of PCR and Lambda Exonu-
clease treatment are displayed in Fig. 1. In lane 1, the molecular
marker was applied, in lane 2, the product of the PCR before
Lambda Exonuclease treatment and in lane 3, the PCR-product
after Lambda Exonuclease treatment is shown. It can be seen
that the PCR resulted in a single band, which is then partially
digested after the Lambda Exonuclease treatment. The ssDNA
shows a different running behavior in the gel. Such changed

1000 bp —
500 bp —

——
-
100 bp — -4 1

Fig. 1. Two percent (w/v) agarose gel stained with Gelred (Cambridge Bio-
Science, UK): lane 1, Gene Ruler™ 100bp DNA ladder (0.3 pg); lane 2,
2 I PCR-product (136 bp-Fragment); lane 3, 5 ul PCR-product after Lambda
Exonuclease treatment.

interactions with the agarose gel can be attributed to a differ-
ent ternary structure of ssDNA, which is bulkier compared to
dsDNA, which is more stretched. A major fraction of the PCR
product has been digested to the single-stranded form; however,
the yield of this process was not 100%. We found the same
pattern of ssDNA and dsDNA bands in PCR-products obtained
by asymmetric PCR without any exonuclease being involved.
These results will be the subject of a follow-up paper.

Fig. 2 depicts square-wave voltammograms representing the
detection of the single-stranded PCR product together with dif-
ferent controls. The large voltammetric signal of the osmium
tetroxide bipyridine-labeled PCR product (Fig. 2¢) indicates not
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Fig. 2. Square-wave voltammograms at gold disk electrodes in Tris-buffer with
immobilized probe strands, (a) F-probe not hybridized, (b) F-probe 15min
hybridized with 7.5 nmol/l [OsO4(bipy)]-labeled Fragment at 23 °C, (c) F-probe
15 min hybridized with 7.5 nmol/l [OsO4(bipy)]-labeled Fragment at 50 °C, (d)
F-probe 15 min hybridized with 7.5 nmol/l [OsO4(bipy)]-labeled Fragment at
23 °C, modification and hybridization without protecting strand and (e) F-probe
15 min hybridized with 7.5 nmol/l [OsO4(bipy)]-labeled Fragment at 50 °C,
modification and hybridization without protecting strand; frequency 200 Hz;
amplitude 40 mV; stirring at 1000 rpm during hybridization.
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only good hybridization efficiency with the immobilized cap-
ture probe at 50 °C, but also effective signal amplification due
to multiple labeling. Each unprotected thymine base is able to
react with one [OsO4(bipy)], each delivering two electrons dur-
ing the voltammetric scan. At 23 °C hybridization temperature
(Fig. 2b), the signal attains less than half the value compared to
50 °C. This can probably be addressed to hindered exchange of
the protective strand by the immobilized capture probe.

Fojta et al. did not include base mismatches into the pro-
tective strand, since it had been magnetically separated from the
target strand after the osmium tetroxide modification [39]. How-
ever, immobilization of the target or protective strand is required
instead. Future investigations will reveal how many mismatches
between protective and target strand are necessary to allow easy
in situ replacement of the protective strand by the immobilized
probe.

The capture probe (F-probe) alone (Fig. 2a) did not yield
any signal. Although, the unprotected and, hence, thoroughly
[OsO4(bipy)]-modified Fragment gave a very small signal at
room temperature (Fig. 2d), this response could be significantly
suppressed by applying an elevated hybridization temperature
of 50 °C (Fig. 2e). Such minimal electrochemical response can
probably be attributed to either unspecific adsorption of the
target to the electrode surface or weak hybridization interac-
tions between probe and target strands. In both cases, elevated
temperature is expected to diminish the binding.

We further investigated the effect of hybridization temper-
ature. Fig. 3 illustrates that elevated hybridization temperature
has a positive effect up to 50 °C. At even higher temperature,
the signal levels off.

In contrast, earlier investigations resulted in an optimal
hybridization temperature between 30 and 40 °C [36-38]. The
different behavior found in this study can probably be attributed
to longer protective strands and capture probes (27 bases each,
compared to 20 in the earlier studies). At temperatures higher
than 70 °C, we expect disruption of the probe layer resulting at
least in a loss of hybridization capability, as we observed earlier
[13].
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Fig. 3. Dependence of the square-wave voltammetric signals on the hybridiza-
tion temperature, F-probe-SAM 15min hybridized with 7.5nmol/l target
(Fragment). Other conditions as in Fig. 2.
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Fig. 4. Effect of the hybridization time of immobilized F-probe with 7.5 nmol/l
target (Fragment) at (a) 50 and (b) 23 °C hybridization temperature. Other
conditions as in Fig. 2.

Fig. 4 exhibits the effect of hybridization time upon the
voltammetric signals at two different temperatures. According
to Fig. 2b and ¢, we observed better hybridization efficiency
at elevated temperature. This leads to a faster saturation of
the immobilized probe layer. Even at 60 min hybridization at
23 °C, we obtained only half of the maximum signal compared
to 30 min at 50 °C. Such thermal hybridization acceleration is
more effective than mechanical treatment alone [38].

4. Conclusions

Single-stranded PCR products labeled with electrochem-
ically active osmium tetroxide bipyridine can be detected
voltammetrically by hybridization with probe strands immobi-
lized at gold electrodes. Such ssDNA targets can be obtained by
means of Lambda Exonuclease treatment followed by hybridiza-
tion with short protective strands and covalent labeling with
osmium tetroxide bipyridine. Square-wave voltammetric signals
of these osmium labels are obtained only upon hybridization. An
optimal 50 °C hybridization temperature has been found with a
saturation of the probe layer after 30 min hybridization time at
7.5 nmol/l target concentration. The blank capture probe layer
alone did not yield any signal. Unprotected strands produced
almost no interference. Such double-selective switch-on electro-
chemical hybridization assays hold great promise for the specific
detection of PCR products.

Congratulation

Gerd-Uwe Flechsig likes to congratulate Professor Joseph
Wang in the occasion of his 60th birthday wishing him all the
best.




T. Reske et al. / Talanta 74 (2007) 393—397 397

Acknowledgement

The authors are grateful to the Deutsche Forschungsgemein-
schaft for financial support (F1 384/2-1, 2-3).

References

[1] J. Wang, G. Rivas, J.R. Fernandes, J.L.L. Paz, M. Jiang, R. Waymire, Anal.
Chim. Acta 375 (1998) 197.
[2] J. Wang, A.N. Kawde, Anal. Chim. Acta 431 (2001) 219.
[3] J. Wang, A.N. Kawde, A. Erdem, M. Salazar, Analyst 126 (2001) 2020.
[4] J. Wang, R. Polsky, D.K. Xu, Langmuir 17 (2001) 5739.
[5] J. Wang, D.K. Xu, A.N. Kawde, R. Polsky, Anal. Chem. 73 (2001)
5576.
[6] T.M. Herne, M.J. Tarlov, J. Am. Chem. Soc. 119 (1997) 8916.
[7] S.O. Kelley, N.M. Jackson, M.G. Hill, J.K. Barton, Angew. Chem. Int. Ed.
Eng. 38 (1999) 941.
[8] S.O. Kelley, E.M. Boon, J.K. Barton, N.M. Jackson, M.G. Hill, Nucleic
Acids Res. 27 (1999) 4830.
[9]1 EM. Boon, D.M. Ceres, T.G. Drummond, M.G. Hill, J.K. Barton, Nat.
Biotechnol. 18 (2000) 1096.
[10] E.M. Boon, J.K. Barton, Curr. Opin. Struct. Biol. 12 (2002) 320.
[11] E.L.S. Wong, FJ. Mearns, J.J. Gooding, Sens. Actuator B: Chem. 111
(2005) 515.
[12] E.L.S. Wong, J.J. Gooding, Anal. Chem. 78 (2006) 2138.
[13] G.-U. Flechsig, J. Peter, G. Hartwich, J. Wang, P. Griindler, Langmuir 21
(2005) 7848.
[14] G.-U. Flechsig, J. Peter, K. Voss, P. Griindler, Electrochem. Commun. 7
(2005) 1059.
[15] B. Meric, K. Kerman, D. Ozkan, P. Kara, S. Erensoy, U.S. Akarca, M.
Mascini, M. Ozsoz, Talanta 56 (2002) 837.
[16] G. Marrazza, G. Chiti, M. Mascini, M. Anichini, Clin. Chem. 46 (2000)
31.

[17] M. Minunni, S. Tombelli, E. Mariotti, M. Mascini, Fresenius J. Anal. Chem.
369 (2001) 589.

[18] K. Kerman, D. Ozkan, P. Kara, H. Karadeniz, Z. Ozkan, A. Erdem, F. Jelen,
M. Ozsoz, Turk. J. Chem. 28 (2004) 523.

[19] J. Wang, Anal. Chim. Acta 469 (2002) 63.

[20] E. Palecek, F. Jelen, Crit. Rev. Anal. Chem. 32 (2002) 261.

[21] J.J. Gooding, Electroanalysis 14 (2002) 1149.

[22] T.G. Drummond, M.G. Hill, J.K. Barton, Nat. Biotechnol. 21 (2003) 1192.

[23] P. de—los—Santos—Alvarez, M.J. Lobo-Castanén, A.J. Miranda-Ordieres, P.
Tufién-Blanco, Anal. Bioanal. Chem. 378 (2004) 104.

[24] E. Palecek, M. Fojta, Anal. Chem. 73 (2001) 74A.

[25] E. Palecek, Methods Enzymol. 212 (1992) 139.

[26] E. Palecek, E. Lukasova, F. Jelen, M. Vojtiskova, Bioelectrochem. Bioen-
erg. 8 (1981) 497.

[27] E. Lukasova, F. Jelen, E. Palecek, Gen. Physiol. Biophys. 1 (1982) 53.

[28] E. Palecek, M.A. Hung, Anal. Biochem. 132 (1983) 236.

[29] E. Lukasova, M. Vojtiskova, F. Jelen, T. Sticzay, E. Palecek, Gen. Physiol.
Biophys. 3 (1984) 175.

[30] E. Palecek, M. Fojta, F. Jelen, Bioelectrochemistry 56 (2002) 85.

[31] M. Fojta, L. Havran, S. Billova, P. Kostecka, M. Masarik, R. Kizek, Elec-
troanalysis 15 (2003) 431.

[32] M. Fojta, L. Havran, M. Vojtiskova, E. Palecek, J. Am. Chem. Soc. 126
(2004) 6532.

[33] P. Kostecka, L. Havran, H. Pivonkova, M. Fojta, Bioelectrochemistry 63
(2004) 245.

[34] B. Yosypchuk, M. Fojta, L. Havran, M. Heyrovsky, E. Palecek, Electro-
analysis 18 (2006) 186.

[35] G. Wang, L. Wu, X. Wang, J. Cheng, W. Yang, Int. Patent Application WO
02/16647 A1 (2000).

[36] G.-U. Flechsig, T. Reske, Patent DE 10 2005 039 726 B3 (2005).

[37] G.-U. Flechsig, T. Reske, Anal. Chem. 79 (2007) 2125.

[38] J. Peter, T. Reske, G.-U. Flechsig, Electroanalysis 19 (2007) 1356.

[39] M. Fojta, P. Kostecka, M. Trefulka, L. Havran, E. Palecek, Anal. Chem. 79
(2007) 1022.



Publikationen

Publikation 3

Mix M, Reske T, Duwensee H, Flechsig G-U: Electrochemical detection of asymmetric PCR
products by labeling with osmium tetroxide. Electroanalysis 21 (7); 2009; 826-830

(DOI: http://dx.doi.org/10.1002/elan.200804493)

75



826

Full Paper

Electrochemical Detection of Asymmetric PCR Products by

Labeling with Osmium Tetroxide

Maren Mix, Thomas Reske, Heiko Duwensee, Gerd-Uwe Flechsig*

University of Rostock, Department of Chemistry, Dr.-Lorenz-Weg 1, D-18059 Rostock, Germany

*e-mail: gerd-uwe.flechsig@uni-rostock.de

Received: October 13, 2008
Accepted: December 25, 2008

Abstract

Single stranded DNA-targets from asymmetric polymerase chain reaction (PCR) of a sequence of the gram positive,
spore forming bacterium Clostridium acetobutylicum were detected by square-wave voltammetry after labeling with
osmium tetroxide bipyridine and hybridization with DNA capture probes immobilized on gold electrodes. The
asymmetric PCR, performed with a 10-fold excess of the forward-primer, was used without any further purification
for hybridization with protective strands and covalent labeling with osmium tetroxide bipyridine. Square-wave
voltammetric signals of 20 nmol/L targets were significantly higher at 50°C compared with 23°C hybridization
temperature. A fully noncomplementary protective strand yielded thoroughly modified targets unable for further
hybridization. Coupling this with thermal discrimination opens new opportunities for sequence specific DNA

detection.
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1. Introduction

In the recent decade one could observe a dramatically
increased publishing activity in the area of electrochemical
DNA detection. It was shown that the detection of hybrid-
ization of two complementary DNA single strands (probe
and target) could not only be achieved by classic molecular
biological methods such as Northern or Southern Blots or
optical microarrays but also by nucleic acid-modified
electrochemical biosensors. The electrochemical transduc-
tion can be performed by molecules that are either
covalently attached to the target, interacting with the
negatively charged phosphate groups or intercalating into
the base stack. It is also possible to make use of the intrinsic
electrochemical activity of the DNA, e.g., the oxidation of
guanine [1].

Most common for the immobilization of probe strands are
magnetic beads and self-assembled monolayers [2]. We
recently reported about the application of covalently
attached redox markers together with thiol-linked probe
oligonucleotides on heated gold electrodes [3].

In other publications the electrochemical detection of
PCR-products was performed with methylene blue [4, 5] or
sandwich hybridization with an alkaline phosphatase con-
jugate on biotinylated signaling probes [6]. One of the
problems of hybridization detection basing on intercalators
is that only the (often small) difference of the electro-
chemical response before and after target binding has to be
taken as the hybridization signal. The methods of electro-
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chemical hybridization detection have been reviewed many
times [7-15].

The complex [OsO,(bipy)] can be utilized as an electro-
chemically reversible covalent DNA-label. It reacts rap-
idly with the pyrimidine base thymine and less quickly with
cytosine [16] forming a diester of osmic(VI) acid in well-
known manner under oxidation of the C-C-double bond in
the pyrimidine ring. These reactions have been investigat-
ed for about 25 years by Palecek et al. [17 - 20]. One of the
main advantages of this approach is that the labeling of
DNA-strands of any length can be easily performed in the
laboratory. However, only pyrimidine bases of single
strands can be labeled this way. Such Os-modified DNA
strands on the other hand are unable to form double
strands, i.e. hybridization with probe oligos is no longer
possible. Until now, the steps of Os(VIII)-labeling, probe
hybridization, and electrochemical detection have been
conducted in solution and at separate surfaces, respective-
ly, especially by means of magnetic beads [21 - 25]. Since
only ss-DNA can be labeled by means of [OsO4(bipy)],
protective partially complementary oligonucleotides
(which can be replaced later by the fully complementary
capture probe) have to be used for the labeling process.
Protective oligonucleotides are known from biochemical
applications, where, e.g., DNA strands have to be protected
against cleavage by nucleases [26]. Recently, we reported
about how protective oligonucleotide strands can be
utilized for labeling thymine-containing nucleic acids by
means of [OsO,(bipy)] without loosing their ability for

© 2009 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Table 1. DNA sequences, the mismatches in the protective strand are highlighted.

Designation Length Sequence

Fragment 136 5-CTTACAGGAATTGTTTTGGGACTTGCAAGGGCTT-TTGGAGAGGCATTAGCAGTT-
CAAATGGTAATAGGTA-ATACAGTAAAATCAGCTCAAGGACTTTTTTCTCCTAC-TAC-
CACTTTGACAAGCGTACTTACAATGG —3'

F-protector 27 5-AAGAGCATGAGCTGATTTTAGTGAATT-3'

F-probe 27 5-AAGTCCTTGAGCTGATTTTACTGTATT-
TTTTTTTTTTTTTTT[ Dithio];-3

PI-protector 32 5-GCCTCTTTATAGTTATCAGGATCCATTTTTGG-3'

hybridization reactions with immobilized oligonucleotide
capture probes [27 - 29].

The electrochemical detection of DNA-sequences ampli-
fied by PCR (polymerase chain reaction) has been described
in a couple of publications in the last few years. In most cases
the template is amplified by symmetric PCR. Before any
electrochemical hybridization measurement with the PCR
product can be performed, a denaturation step is necessary
to separate the double strand (produced during the PCR)
into two single strands. We recently reported on the
treatment of symmetric PCR products with Lambda Exo-
nuclease to remove one DNA strand [29].

We think it is favorable if electrochemical signals are only
obtained upon positive detection, and especially if a blank
sample does not yield any response. This seems to be much
more reliable than other procedures described earlier
delivering either a decrease of the signal in case of a positive
detection [30], or an increase of a signal which is already
present without any target DNA [31]. Furthermore, time-
consuming cleaning steps are often needed [32, 33]. Cost is
another concern to be considered. Expensive, though
frequently used, materials include magnetic beads, biotin-
ylated primers, digoxigenin-labeled sequences or antibodies
[34-36]. A promising detection protocol is symmetric PCR
with ferrocene-labeled dUTP as suggested by Hsing et al.
[37]. However, the synthesis of the ferrocene-labeled dUTP
seems to be time-consuming and complicated. Another
possibility is the detection of hybridization based on an
enzyme-linked assay [38].

There are only a few reports on the electrochemical
detection of asymmetric PCR-products [39, 40]. To our
knowledge, these methods suffer from some of the problems
mentioned above or do not have desirable detection limits.
The main problem here is limited efficiency of asymmetric
PCR.

Here, we demonstrate that osmium tetroxide bipyridine
can also be applied to detect the products of asymmetric
polymerase chain reactions on gold electrodes modified
with capture probes. The used model sequence was ran-
domly chosen from a bacterium used in molecular biology as
a model organism for non human-pathogenic Clostridia.
Usually, PCR amplicons are obtained in form of double
strands. By raising the concentration of one primer, the (now
asymmetric) PCR yields ssDNA besides dsDNA. This
mixed product was used in the experiments without further
purification.

© 2009 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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2. Experimental

2,2'-Bipyridine was delivered by Merck and osmium tetr-
oxide as a 2% aqueous solution was obtained from Fluka.
All DNA oligo nucleotides (probes, targets and protector
strands) were delivered by Friz Biochem GmbH (Munich,
Germany). The “Tris-buffer” (containing 10 mmol/L tris-
(hydroxymethyl)-aminomethane (Fluka) and 0.5 mol/L
sodium sulfate (Fluka)) was adjusted to pH7.5 using
sulfuric acid. The latter was used instead of HCI to avoid
chloride, which is suspected to form various gold chlorides
on the working electrode’s surface disturbing formation/
durability of SAMs. Table 1 lists the sequences of all DNA-
strands together with their length and designations used in
this paper. The F-protector oligonucleotides were designed
to have 5 mismatches (underlined in Table 1) to facilitate
their later displacement by the immobilized F-probe. Highly
purified water (18 MQ cm, TOC <2 ppb) prepared by
means of a system form SG Water (Barsbiittel, Germany)
was used throughout.

2.1. Preparation of SAM-Modified Gold Electrodes

First, the gold disk electrode (Metrohm, Switzerland) was
polished using corundum 0.3 um (Buehler) and rinsed
thoroughly with water. It was then electrochemically treated
by means of 25 voltammetric cycles between —0.2 und
+1.65 Vat 100 mV/s in 0.5 M sulfuric acid. The electrode
was rinsed with water before one droplet of 15 uL. F-probe
solution (30.3 umol/L) was placed onto the electrode sur-
face in order to form the capture probe SAM. After 16 h at
10°C in a water-saturated atmosphere, the electrode was
rinsed and immersed in 1 mmol/L aqueous mercaptohex-
anol solution for one hour.

2.2. Hybridization and Dehybridization Procedure

For the hybridization step, the probe-SAM-modified gold
disk electrode was dipped into a beaker containing the
target solution. The solution was stirred constantly using a
magnetic stirrer. Heating of the sample solution was
conducted by means of a water bath. After the hybrid-
ization, the electrode was rinsed with Tris-buffer.

Electroanalysis 2009, 21, No. 7, 826-830
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Following the electrochemical measurement, the elec-
trode was regenerated by a dehybridization step. To retrieve
the probe-SAM back, the electrode was immersed in 50°C
deionized water for 60 s.

2.3. Electrochemical Measurements

For all electrochemical procedures, an Autolab PSTAT10
(Ecochemie, Utrecht, The Netherlands) controlled by a PC
with GPES 4.8 software and an electrode stand inside a
Faraday cage was used together with a Ag/AgCl (3 mol/L
KCI) reference electrode and a glassy carbon counter
electrode (all from Metrohm AG, Herisau, Switzerland).
The parameters for square-wave voltammetry were 200 Hz
and 40 mV amplitude. The scan was performed from —0.55
to 0.0 V. All measurements were performed at room
temperature in Tris-buffer. The peak-shaped signals were
smoothed by means of a Savitzky and Golay filter (level 3)
and baseline-corrected (moving average, peak width 0.03).

2.4. PCR Conditions

A synthetic 136-base-DNA strand (sequence from the
genome of Clostridium acetobutylicum  [1855609 —
1855744]) was used as the template. The asymmetric PCR
was performed with 100 ng of template DNA, 0.4 uM
dNTPs, 1 uM of the primer C.aceto F and 0.1 uM C.aceto
R (Table2), and 2.5U Sawady-Taq-DNA-Polymerase
(Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Germany) in
50 uL reaction volume according to the manufacturer’s
instructions. In case of the symmetric PCR an equal amount
of the primers was used (0.5 uM). The PCR was performed
with the following parameters: 1 x 94°C, 2 min; 30 x (94°C,
30s, 57°C, 45, 72°C, 30s); 1 x 72°C, 7 min. The agarose
gelelectrophoresis was performed with a 2% [w/v] agarose
gelin 1 x TAE-buffer (40 mM tris-(hydroxymethyl)-amino-
methane, 20 mM glacial acetic acid, 1 mM EDTA) for
45 min at 80 V. The gels were stained with Gelred (Cam-
bridge BioScience, UK) for 30 min and visualized on a
Transilluminator UST-20M-8PC (Biostep, Jahnsdorf, Ger-
many) under a Darkhood DH-40/50 (Biostep, Jahnsdorf,
Germany) and photographed with an Olympus C-7070
digital camera with an Ethidiumbromide-filter (540-
640 nm). All DNA-concentrations were evaluated visually
in the agarose gel (2%][w/v]) using the DNA-ladder
(Fermentas GmbH, St. Leon-Roth, Germany) as a compar-
ison.

Table 2. Primers.

Sequence: 5'-3'

C.aceto F CTTACAGGAATTGTTTTGGGA forward primer
C.aceto R CCATTGTAAGTACGCTTGTCA reverse primer

Electroanalysis 2009, 21, No.7, 826-830
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2.5. Modification of Fragment Oligonucleotide (Target)

For the modification, 200 uLL of PCR-solution (containing
the single target strand Fragment) were used without further
purification. The Fragment at its maximum concentration
(ca. 20 nmol/L ) and the protective strand F-Protector
(10 pumol/L in the hybridization solution) were mixed and
left for two hours at room temperature to allow hybrid-
ization. A solution containing 10 mmol/L osmium tetroxide
and 10 mmol/L 2,2'-bipyridine (forming [OsO,(bipy)]) was
then added and left at room temperature for 2 hours. After
this period the excess of the osmium complex was removed
by dialysis against pure Tris-buffer by means of Slide-A-
Lyzer MINI Dialysis Units, 3500 MWCO (Rockford, IL,
USA) at 4°C for 19 hours. After the dialysis, the purified
solution (containing the osmium-labeled target Fragment)
was used for the hybridization experiments.

3. Results and Discussion

Figure 1 displays gel electrophoretic analysis of symmetric
(lanes 2 and 3) and asymmetric (lanes 4 and 5) PCR
products. While classic symmetric PCR provides an optimal
yield of the double stranded amplicon, asymmetric PCR is
usually prone to limited efficiency. However, this variant
also yields ssDNA, which is visible on the gel above the
dsDNA. Excess primers can be found right below the
dsDNA bands. The DNA ladder can be applied only for
dsDNA, since ssDNA (primers and products) shows a
different running behavior in the gel. The single strands can
be used directly for further modification or hybridization
steps. Here, we used the asymmetric PCR products for
labeling with osmium tetroxide bipyridine. As described
earlier [27], the single stranded target DNA is first
hybridized with a protective strand in order to preserve an
unmodified recognition site for later capturing by immobi-
lized probes. The latter event has been detected by square-
wave voltammetry as depicted in Figure 2. While a blank
capture probe layer does not show any voltammetric
response (Fig. 2a), we found a large reversible peak at
—0.29 V (vs. Ag/AgCl|3 mol/L KCI) for the hybridization
of the immobilized capture probe with the [OsO,(bipy)]-
modified asymmetric PCR product (Fig. 2b, c¢). This peak is
caused by the reversible redox couple osmium (IV/VI)
according to earlier findings of Lukasova et al. [18], as well
asresults of Crowell et al. and Meites [41,42]. The reduction
of Os(VIII) happens at 0 V and the reduction of Os(IV) to
Os(IIT) at ca. —1.1 V. We found that the voltammetric
response can be doubled if hybridization solution temper-
ature is increased from 23 to 50 °C. In contrast, we observed
a much smaller peak upon hybridization of the same PCR
product after protection with the noncomplementary PI-
protector (Fig. 2d, e). In this case, a stringent hybridization
temperature (50°C) leads to a diminished contribution of
the thoroughly labeled and, hence, nonspecific DNA. The
latter is discriminated only during hybridization with the
protective strand. By using a noncomplementary protective

© 2009 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Fig. 1. 2% [w/v] agarose gel stained with Gelred (Cambridge

BioScience, UK); lane 1+ 6: Gene Ruler 100 bp DNA Ladder
(0.3 pg), lane 2+3: 2 uL. symmetric PCR-product (136 bp-frag-
ment), lane 44 5: S uL asymmetric PCR-product (136 bp-frag-
ment in lower band and 136 b-fragment in higher band)

a b c d e
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l L L | | L ‘ l L L I | L LL | ‘ L L |
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E/V vs. AglAgCI

Fig. 2. Square-wave voltammetric signals at gold disk electrodes
in Tris-buffer with immobilized probe strands, a) F-probe not
hybridized at 23°C, b) F-probe 15 min hybridized with 20 nmol/L.
[OsO,(bipy)]-labeled Fragment at 23°C, c) F-probe 15 min
hybridized with 20 nmol/L [OsO,(bipy)]-labeled Fragment at
50°C, d) F-probe 15min hybridized with 20 nmol/L [OsO,
(bipy)]-labeled Fragment at 23 °C, modification of the Fragment
with noncomplementary protecting strand PI-protector and (e) F-
probe 15min hybridized with 20 nmol/L [OsO,bipy]-labeled
Fragment at 50°C, modification of the Fragment with noncom-
plementary protecting strand PI-protector; frequency 200 Hz;
amplitude 40 mV; stirring during the hybridization step at
1000 rpm.

strand, the protection widely fails and causes labeling of the
entire target strands (i.e. pyrimidine bases therein) leaving
no intact recognition sites.

Figure 3 displays the effect of hybridization time upon the
square-wave voltammetric response of the [OsO,(bipy)]-
label at 23 and 50 °C. Whereas a beginning saturation of the
capture probe layer can be observed after 30 min. at 23°C,
the hybridization process does not appear finished at 50°C,
even after 60 min. Capture probe availability and hence,
hybridization efficiency seems significantly better at ele-
vated hybridization temperature due to dissolving of

© 2009 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Fig. 3. Effect of the hybridization time of immobilized F-Probe
with 20 nmol/L target (Fragment) at a) 50 and b) 23°C hybrid-
ization temperature. The error bars indicate the standard devia-
tion of 3 independent hybridization-dehybridization series, each
performed with a newly prepared probe-SAM. Other conditions
were the same as in Figure 2.
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T/°C
Fig. 4. Dependence of the square-wave voltammetric signals on
the hybridization temperature, F-Probe-SAM 5 min hybridized
with 20 nmol/L target (Fragment). The error bars indicate the
standard deviation of 3 independent PCR runs and hybridization-

dehybridization series, each performed with a newly prepared
probe-SAM. Other conditions were the same as in Figure 2.

secondary structures of the capture probe and an acceler-
ated reaction between capture probe and target. Obviously,
the saturation level is at least twice as high comparing 50 and
23°C hybridization experiments. The effect is similar to
what we have found earlier when we treated symmetric PCR
products with Lambda Exonuclease to remove one DNA
strand [29].

Figure 4 exhibits the effect of hybridization temperature
upon the voltammetric signals of the [OsO,(bipy)]-label
following a 5 min. hybridization period. Even after this short
hybridization time, good signal height of several pA is
achieved. The observed temperature effect is comparable to

Electroanalysis 2009, 21, No. 7, 826-830
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longer hybridization periods (Fig. 3). Above 50°C, a signal
decrease is observed, presumably due to double strand
melting (the melting temperature is 55°C according to
oligonucleotide calculation programs). This indicates that
50°C is indeed the optimal stringent hybridization temper-
ature. Although the absolute signal level of different PCR
runs and different hybridization — dehybridization series is
subject to fluctuations as indicated by the error bars in
Figure 4, the average signals as well as the trend in each
series are well reproducible. The reason for these fluctua-
tions can be found in variations of the surface coverage with
probe strands. This can be compensated by calibration.
Furthermore, the simple symmetric and asymmetric PCR
protocols are known as qualitative amplification methods.
They are not well suited for quantification. Future develop-
ment will lead to quantitative real-time PCR with electro-
chemical detection.

4. Conclusions

Asymmetric PCR products contain single stranded target
strands, which can easily be modified using covalent [OsO,
(bipy)]-labels. Protective strands preserve a recognition site
of the target for later hybridization with immobilized
capture probes on gold electrodes. The redox couple
osmium (IV/VI) of the [OsOy4(bipy)]-labels yields large
reversible square-wave voltammetric signals. Discrimina-
tion of noncomplementary DNA is possible even by hybrid-
ization with the protective strand. This opens a route
towards double discrimination by consecutive stringent
hybridization with both protective and capture probes
allowing selective determination of DNA sequences even
in presence of a large excess of fully noncomplementary or
mismatched DNA.
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For the first time, we describe the application of heated microwires for an asymmetric convective poly-
merase chain reaction (PCR) in a modified PCR tube in a small volume. The partly single-stranded product
was labeled with the electrochemically active compound osmium tetroxide bipyridine using a partially
complementary protective strand with five mismatches compared to the single-stranded product. The
labeled product could be successfully detected at a gold electrode modified with a complementary
single-stranded capture probe immobilized via a thiol-linker. Our simple thermo-convective PCR yielded
electrochemically detectable products after only 5-10 min. A significant discrimination between comple-
mentary and non-complementary target was possible using different immobilized capture probes. The
total product yield was approx. half the amount of the classical thermocycler PCR. Numerical simulations
describing the thermally driven convective PCR explain the received data. Discrimination between com-
plementary capture probes and non-complementary capture probes was performed using square-wave
voltammetry. The coupling of asymmetric thermo-convective PCR with electrochemical detection is very
promising for future compact DNA sensor devices.
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1. Introduction

The polymerase chain reaction (PCR) is a powerful tool for
the detection of germs, genetic diseases or genetically modified
plants in molecular biology. Several different approaches have been
described to miniaturize the PCR system, besides the commonly
used thermocyclers. One approach is microfluidic chips with exter-
nal pumps for the fluid movement (Li et al., 2006; Kricka and
Wilding, 2003; Chou et al., 2002). We describe a much simpler
thermo-convective PCR where the fluid movement is induced by
a temperature gradient. The general possibility was first described
in a patent by Hwang et al., 2001. Later on, modified types of con-
vective PCR were described in the literature (Krishnan et al., 2002;
Agrawal et al., 2007; Hennig and Braun, 2005; Wheeler et al., 2004;
Braun and Libchaber, 2004a; Chen et al., 2004; Braun, 2004b). Braun
et al., 2003 used fluorescence measurements to determine the
amount of amplified DNA. Theoretical considerations and numeri-

* Corresponding author at: University of Rostock, Department of Chemistry,
A.-Einstein-Str. 3a, D-18051 Rostock, Germany. Tel.: +49 381 4986470
fax: +49 381 4986461.
E-mail address: gerd-uwe.flechsig@uni-rostock.de (G.-U. Flechsig).
URL: http://[www.gensoric.com (G.-U. Flechsig).

0956-5663/$ - see front matter © 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.bios.2009.07.025

cal simulations showed the presence of dead zones, explaining the
relatively long time needed for the amplification by the convective
approach (Allen et al., 2009).

Electrochemical applications with directly heated microwires
have attained considerable attention during the last decade. Heated
wire electrodes were used for several analytical purposes. Griindler
et al. introduced the “hot-wire-electrochemistry” (www.hot-wire-
electrochemistry.de) with a symmetric working-electrode contact
as well as the temperature-pulse voltammetry (TPV). In these
approaches, noble metal wire electrodes (mostly 25 pm in diame-
ter) were used (Griindler et al., 1996). Determinations of arsenic(V)
(Griindler and Flechsig, 1998) and mercury (Wang et al., 1999) at
gold, as well as lead on platinum electrodes (Zerihun and Griindler,
1996), were reported. Hot wire detectors were also applied in flow
systems (Wang et al., 2000). We suggested thermal control of DNA
hybridization at heated gold wire electrodes which were modified
with a thiol-linked DNA probe layer (Flechsig et al., 2005). Directly
heated graphite electrodes have been applied for the determination
of trace riboflavin (Sun et al., 2007; Wu et al., 2007). The tempera-
ture field around a heated microwire has been the subject of several
theoretical and empirical studies (Griindler et al., 1996; Frischmuth
et al., 1996; Schneider et al., 2000; Beckmann et al., 2000). Heated
microwires are also useful for thermal control of catalytic nanomo-
tor movement (Balasubramanian et al., 2009). A good overview
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on high-temperature electrochemistry is given in recent reviews
(Wildgoose et al., 2004; Griindler and Flechsig, 2006).

With heated microwires, the reaction temperature of DNA
hybridization processes can be adjusted without heating the whole
bulk solution. This is of advantage when thermo-sensitive com-
pounds are employed. The convection induced by punctual heating
of the bulk solution results in a mass transport of all reaction-
components.

Osmium tetroxide bipyridine ([0sO4(bipy)]) is a versatile cova-
lent label for nucleic acids containing pyrimidine bases (Palecek
et al., 1981; Palecek and Hung, 1983; Lukasova et al., 1982;
Lukasova et al., 1984). The C-C double bond in the pyrimidine
ring is oxidized and the osmium complex added forms a gly-
col ester of osmic(VI)acid. This label yields high and reversible
voltammetric signals (Palecek, 1992). It can also be applied for
hybridization detection with peptide nucleic acids (Palecek et
al., 2009). Adsorptive stripping voltammetric response of various
osmium tetroxide-modified nucleic acids species at different elec-
trode materials has been compared recently (Trefulka et al., 2007).
Intact double stranded DNA does not react with [OsOg4(bipy)].
On the other hand, a single strand, thoroughly modified with
[OsO4(bipy)] atall pyrimidine bases, cannot hybridize with its com-
plementary strand. These properties are exploited when protective
strands are introduced to protect a certain recognition site within
the target strand (Fojta et al., 2007; Flechsig and Reske, 2007).
The common PCR protocols must be modified accordingly. Asym-
metric PCR with one primer in large excess yields single-stranded
as well as double stranded PCR products, which can be modified
with [0sO4(bipy)] followed by hybridization with surface-confined
capture probes and voltammetric detection (Mix et al., 2009).
First results on electrochemical real-time-PCR have been reported
(Yeung et al., 2006).

In this work, we demonstrate for the first time that an asymmet-
ric convective PCR can be conducted in a modified PCR-tube with
a built-in heated microwire. The resulting PCR-product could be
detected electrochemically by a probe-modified gold disk electrode
after labeling with the electrochemically active [0sO4(bipy)].

2. Experimental

2,2'-Bipyridine was delivered by Merck. Osmium tetroxide as
a 2% aqueous solution was obtained from Fluka. All DNA oligo-
nucleotides (probes, targets and protector strands) were delivered
by Friz Biochem GmbH (Munich, Germany). The “Tris-buffer” (con-
taining 10 mmol/l tris-(hydroxymethyl)-aminomethane (Fluka)
and 0.5 mol/l sodium sulfate (Fluka)) was adjusted to pH 7.5 using
sulfuric acid. Table 1 lists the sequences of all DNA-strands together
with their length and designations used in this paper. The protector
oligonucleotides were designed to have five mismatches (bold in
Table 1) to facilitate their later displacement by the immobilized
F-probe. Highly purified water (>18 M2 cm, TOC <2 ppb) prepared
using a system of SG Water (Barsbiittel, Germany) was used in all
experiments.

2.1. Preparation of the PCR-E-Cup and temperature calibration

A 0.2 mI-PCR-tube was punctured twice close to its bottom. A
25 pm diameter platinum wire was inserted through the holes
and the ends were contacted by soldering. To seal the holes com-
pletely, the wired tube was inserted into a 1.5 ml-E-Cup filled with
epoxy after the top 1.5cm of the E-Cup was cut off. The epoxy
was left for hardening for at least 24 h. A potentiometric tempera-
ture calibration of each PCR-E-Cup was performed with an Autolab
PSTAT10 (Ecochemie, Utrecht, The Netherlands) controlled by a PC
with GPES 4.8 software in a solution containing equimolar 5 mmol/l
ferri-/ferrocyanide and 0.1 mol/l KCI vs. Ag/AgCl (3 mol/l KCl) at
50°C bulk solution temperature. The parameters for zero current
potentiometry were an interval time of 0.2 s and a maximum mea-
surement time of 1999s. The heating current was supplied by a
heating device developed in our group before (Wachholz et al.,
2007). The potential difference was divided by —1.56 mV/K (the
temperature coefficient for the equimolar ferry-/ferrocyanide sys-
tem) to obtain the temperature difference. The latter was then
added to 50°C (bulk temperature) to achieve the effective tem-
perature of the platinum wire.

2.2. Thermo-convective PCR with the PCR-E-Cup

The asymmetric PCR was performed with 100ng of tem-
plate DNA, 0.4 p.mol/l dNTPs, 1 wmol/l of the primer C.aceto F
and 0.1 wmol/lC.aceto R (Table 1), and 2.5U Sawady-Taq-DNA-
Polymerase (Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Germany)
in 50 pul reaction volume. The PCR-E-Cup was filled with the
PCR-reaction solution which was covered with a 40wl min-
eral oil seal to avoid evaporation. It was placed in a waterbath
at Text=50°C=323.15K. An approximate wire temperature of
Theat =89°C=362.15K was adjusted according to the temperature
calibration by applying the correct heating current with respect
to the different experiment durations of 0, 5, 10, 15, 30 and
45 min. After this thermo-convective PCR period, the PCR-E-Cup
was incubated for another 30 min in the water bath at Text=50°C
to complete the last primer elongation.

2.3. Preparation of the probe SAM-modified gold electrodes

The gold disk electrode (Metrohm, Switzerland) was polished
using corundum 0.3 wm (Buehler) and thoroughly rinsed with
water. After this, the electrode was electrochemically treated with
25 voltammetric cycles between —0.2 and +1.65V at 100 mV/s in
0.5 mol/l sulfuric acid and again rinsed with water. A droplet of
15 .l probe solution (30.3 pmol/l) was placed onto the electrode
surface in order to form the capture probe SAM. After 16 h at 10°C
in a water-saturated atmosphere, the electrode was rinsed and
immersed in 1 mmol/l aqueous mercaptohexanol solution for 1h.

Table 1
DNA sequences, the mismatches in the protective strand are highlighted.
Designation Length Sequence
Fragment 136 5-CTTACAGGAATTGTTTTGGGACTTGCAAGGGCTT-TTGGAGAGGCATTAGCAGTTCAAATGGTAATAGGT-
AATACAGTAAAATCAGCTCAAGGACTT CTCCT-ACTACCACTTTGACAAGCGTACTTACAATGG
-3
F-protector 27 5-AAGAGCATGAGCTGATTTTAGTGAATT-3’
F-probe 27 5-AAGTCCTTGAGCTGA ACTGTATT-
I I ITTT[Dithio]3-3
MON810-probe 26 5'-AGATACCAAGCGGCCATGGACAACAA- aaaaaaaaaaaaaaa[Dithio]3-3*
Forward primer C.aceto F 21 5'-CTTACAGGAATTGT GGGA-3’

Reverse primer C.aceto R 21

5'-CCATTGTAAGTACGCTTGTCA-3'
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2.4. Hybridization and dehybridization procedure

The probe-SAM-modified gold disk electrode was dipped for
30 min hybridization into a beaker containing the target solution
(Os-modified PCR products, see below). The sample solution was
stirred constantly using a magnetic stirrer and heated in a water
bath. After hybridization the electrode was rinsed with Tris-buffer.
The electrode was regenerated by a dehybridization step follow-
ing the electrochemical measurement. To retrieve the probe-SAM
back, the electrode was immersed in 50 °C deionized water for 60 s.

2.5. Electrochemical measurements

An Autolab PSTAT10 (Ecochemie, Utrecht, The Netherlands)
controlled by a PC with GPES 4.9 software and an electrode-stand
inside a Faraday cage was used for all electrochemical procedures.
Besides the probe-SAM-modified gold electrode, a Ag/AgCl (3 mol/l
KCl) and a glassy carbon electrode were used as reference and
counter electrodes, respectively (all from Metrohm AG, Herisau,
Switzerland). The square-wave voltammetry was conducted at
200Hz and an amplitude of 40 mV within a scan-range from —0.55
to 0.0V. All measurements were performed at room temperature
in Tris-buffer. The peak-shaped measuring signals were smoothed
with a level 2 Savitzky-Golay filter and baseline-corrected (moving
average, peak width 0.03) using the GPES 4.9 software.

2.6. Conditions of control experiments for PCR and agarose
gelelectrophoresis

A synthetic 136-base-DNA strand (sequence from the genome
of Clostridium acetobutylicum [1855609-1855744]) was used as
template. The asymmetric PCR was performed with 100 ng of tem-
plate DNA, 0.4 pmol/l dNTPs, 1 wmol/l of the primer C.aceto F
and 0.1 wmol/lC.aceto R (Table 1), and 2.5 U Sawady-Taq-DNA-
Polymerase (Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Germany)
in a reaction volume of 50 ul according to the manufacturer’s
instructions. For the symmetric PCR, an equal primer concen-
tration of 0.5 wmol/l was used. For the PCRs, a thermocycler
(Hybaid PCR Sprint Thermal Cycler, Thermo Scientific) was used
with the following parameters: 1 x 94°C, 2 min; 30 x (94°C, 30s,
57°C, 45s, 72°C, 30s); 1x72°C, 7min. The agarose gelelec-
trophoresis was performed with a 2% (w/v) agarose gel in
1x TAE-buffer (40 mmol/l tris-(hydroxymethyl)-aminomethane,
20mmol/l glacial acetic acid, 1mmol/l EDTA) for 45min at
80V. The gels were stained with Gelred (Cambridge Bio-
Science, UK) for 30min and visualized on a Transilluminator
UST-20M-8PC (Biostep, Jahnsdorf, Germany) under a darkhood DH-
40/50 (Biostep, Jahnsdorf, Germany) and photographed with an
Olympus C-7070 digital camera with an ethidiumbromide-filter
(540-640 nm). All DNA-concentrations were evaluated visually in
the agarose gel using the DNA-ladder (Fermentas GmbH, St. Leon-
Roth, Germany) as a comparison.

2.7. Modification of amplified fragment oligonucleotide (Target)

For modification with [0sO4(bipy)], 100 pl of asymmetric PCR-
solution from the PCR-E-Cup (containing the amplified single
target strand Fragment) were used without further purification.
The Fragment aliquots were mixed at their maximum concentra-
tions (~10nmol/l) with 1 pl of the protective strand F-Protector
(10 wmol/l in the hybridization solution) and left for 2h at
room temperature to allow hybridization. A solution containing
10 mmol/l osmium tetroxide and 10 mmol/I 2,2’-bipyridine (form-
ing [OsO4(bipy)]) was then added to achieve a final concentration of
2 mmol/l of [0sO4(bipy)] and left at room temperature for 2 h. After
this period, the excess of the osmium complex was removed by

dialysis against pure Tris-buffer at 4 °C for 19 h using Slide-A-Lyzer
MINI Dialysis Units, 3500 MWCO (Rockford, IL, USA). After dial-
ysis, the purified solution (containing the osmium-labeled target
Fragment) was used for the hybridization experiments.

2.8. FEM-simulation

In our experiments, a heated microwire drove the thermo-
convective flow of the PCR-solution. The temperature distribution
and the resulting fluid flow inside the small PCR-tube were con-
sidered by FEM-simulation employing the General Heat Transfer
and the Weakly Compressible Navier-Stokes modules of the FEM-
software Comsol Multiphysics 3.5.

The following material parameters were used. For polypropy-
lene (PCR-tubes) and the epoxy resin k=0.22Wm~1K1,
Cp=1680Jkg 1K', p=906kgm—> and k=0.252(0.118+0.88
(T—To))Wm1 K1, Cp=1520] kg~ 1K1, p=1150kgm3,
respectively. For air: k=0261Wm~'K™!, C,=717]kg 1K1,
0=1293kgm3, mineral oil: k=0.15Wm~1K1,
Cp=2130]kg~1K~!, p=800kgm=3, the aqueous PCR solution:
k=—-0.719416+(7.2455 x 1073T) — (9.37413 x 10 6T2)Wm~1 K1,
Cp=207872.047528 — (3031.74) +(18.0348T%) — (535876 x 10~2T?)
+(7.95093 x 107°T*) — (4.71045 x 10-8T°) kg1 K1, p=233.172+
(6.76474T) — (0.0187743T%) + (1.56896 x 10>T3)kgm3, o =
9.14.107 +5.7 .10 2e(-1410°T) " and platinum-heating wire:
k=716 Wm~1K-!, C,=133Jkg'K~!, p=21450kgm~3. The
parameters for every material were included as temperature
dependent values if possible, otherwise fixed values were used
(Lide, 1998; Assael et al., 2008).

A mesh of 162002 degrees of freedom was generated for the
3-dimensional geometry. The equation used in the heat trans-
fer module for the solid bodies was v-(-kvT)=Q. For the fluids
the convective heat transfer was applied resulting in v-(-kvT)= Q-
pCpu-vT+n[vu+(vu)'-2/3(v-u)l]:vu with n[Vu + (Vu)T -2/3(V-
wl]: Vu= Zn[Vu +(vu)' - 2/3(V -u)l]; jVu; j, the contraction

ij

of the two tensors. Lateral external boundaries of the big PCR-
tube were set to the water bath temperature Tex;=323.15K. The
top boundaries were assumed to be thermally insulated because
of their contact to air. The boundaries of the heating wire were
assumed to be Tpe,r =362.15K. All other bounderies were set to
continuity. In the Weakly Compressible Navier-Stokes module
the equations p(u-v)u=v[-pl+n(vu+(vu)")-((2n/3)-kgy )(v-u)] +F
with F being the convective force, and v-(pu)=0 were used to solve
the fluid-flow problem inside the small PCR-tube (for variables
please see Table 2). This module was only applied inside the PCR
solution in the small PCR-tube in order to minimize the solving
time. The boundary conditions were set to no-slip conditions at
the tube boundaries and to slip condition at the solution-to-oil
boundary.

3. Results and discussion

We compared the thermo-convective PCR results with those of
the classical thermocycler PCR to verify the thermo-convective PCR
in our Pt-wire PCR-E-Cup. Fig. 1 compares the gelelectrophoretic
analysis of the thermo-convective symmetric PCR (lanes 2-7) after
0, 5, 10, 15, 30 and 45 min with the classical symmetric PCR
performed in a thermocycler (lanes 8-12). For calculation of the
efficiency of the heated wire PCR-E-Cups, the PCR-samples from the
thermocycler were removed after 10 (lane 8), 15 (lane 9), 20 (lane
10), 25 (lane 11), and 30 cycles (lane 12). The comparison of the
band intensities reveals a lower efficiency of the thermo-convective
PCR.
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Table 2
Summary of variables and input values for the 3-dimensional FEM-model.
Symbol Variable Remarks
g Gravity acceleration £=9.81ms!
k Thermal conductivity T-dependent (see: Lide, 1998 and manufacturer data sheets)
n Normal unit vector -
G Heat capacity T-dependent (see: Lide, 1998 and manufacturer data sheets)
B Convective force F=0pg(T — Text)
I Identity matrix or unit diagonal matrix -
Q Heat source Q=0
T Temperature Solved by general heat transfer module
T M External and heating wire temperature Text =323.15 K, Tjear =362.15K
o Thermal coefficient of expansion see: Lide, 1998 and manufacturer data sheets
Kdy Dilatational viscosity Kay=0
P Density T-dependent (see: Lide, 1998 and manufacturer data sheets)

7 8 9 10 11 12 13

Fig. 1. 2% [w/v] agarose-gel stained with Gelred; lanes 1+13: Gene Ruler™ 100 bp DNA Ladder (0.1 j.g); lanes 2-7: PCR with wire-heated PCR-tube, heating times: 0 min
(lane 2), 5min (lane 3), 10 min (lane 4), 15 min (lane 5), 30 min (lane 6), and 45 min (lane 7). Lanes 8-12: cycler-PCR after different number of cycles: 10 (lane 8); 15 (lane 9),

20 (lane 10), 25 (lane 11), and 30 (lane 12).
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Fig. 2. Square-wave voltammetric signals at gold disk electrodes in Tris-buffer with immobilized probe strands; (A) F-probe with fragment (30 min heating), (B) non-
complementary probe MON810 with fragment (30 min heating), (C) blank value F-probe with PCR-solution (not heated), (D) F-probe with fragment (produced in
thermocycler); SWV conditions: frequency 200 Hz; amplitude 40 mV; During the hybridization step the solution was stirred by a magnetic stirrer at 20°C.

Because of this lower efficiency, we expected very low elec-
trochemical detection signals of the asymmetric convective PCR
products. We pooled three different PCR samples from each con-
vective PCR experiment (each experiment conducted for a different
period of time) for the modification with [OsO4(bipy)] as described
in Section 2.2. Results are displayed for the hybridization of the
complementary F-probe and the non-complementary MON810-
probe with the Fragment target sequence (Fig. 2). Sequence specific
target detection was achieved as demonstrated in (A) and (B).
The complementary capture probe generated a signal of approx-
imately 2 A (Fig. 2A) whereas with the non-complementary
capture probe only a signal of about 0.6 wA (Fig. 2B) was obtained.
The blank value represents the signal obtained with the probe-
modified Au-electrode without heating the PCR solution in the
wire-modified tube (Fig. 2C). As expected, the asymmetric PCR
product obtained with the conventional thermocycler provided
the largest signals (about 3.5 WA, Fig. 2D). This indicates that the
efficiency of the asymmetric PCR is only slightly reduced in the
thermo-convective mode. All peaks are caused by the reversible
redox couple osmium(IV/VI) in the covalent glycyl osmate labels.

Fig. 3 depicts the dependency between the heating time of the
thermo-convective asymmetric PCR and the obtained electrochem-

I/ uA

10 20 30 40 50
theating /' min

Fig. 3. Square-wave voltammetric signals at gold disk electrodes in Tris-buffer after
15 min of hybridization. theating represents the onset of solution heating by the plat-
inum wire; frequency 200 Hz; amplitude 40 mV. During the hybridization step the
solution was stirred by a magnetic stirrer. The Error bars represent standard devia-
tions of results obtained during three independent thermo-convective PCR runs.
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Fig. 4. Temperature distribution and velocity field inside the PCR-E-Cup with views along (A) and perpendicular (B) to the heating wire. Tyes is the hottest area and marks
the position of the heating wire. The directions and the lengths of the arrows represent the direction and velocity of the convection in the PCR-solution (longer arrows

correspond to higher velocity).

ical signal. The error bars represent the deviation observed in three
different PCR batches with three different probe-modified Au-
electrodes. With increasing heating times, growing electrochemical
signals were obtained. The strong increase between 10 and 15 min
was reproducible. These findings are in very good accordance with
results reported by Braun et al., 2003 who used fluorescence detec-
tion. We suppose that in this period of time the reaction is in its
exponential amplification period leveling off after about 15 min.
Accordingly, a sigmoidal behavior, typical for real-time PCR is
observed. This finding will be a focus of future work.

Consideration of the experimental PCR and the FEM-simulation
results suggests a possible reason for the lower signal from the
heated-wire tubes. Obviously, the circulating PCR-solution does
not experience the optimal temperature sequence applied in the
classical PCR (Fig. 4). The hottest area in the centre is surrounded
by medium with a temperature decreasing to Tex; at the exter-
nal boundaries. These results correspond to our gelelectrophoresis
results (Fig. 1) as well as to the lower product yield in the electro-
chemical measurements observed with the PCR-E-Cup compared to
the classical PCR (Fig. 2). The resulting electrochemical signals were
approximately two times lower (Fig. 2A and D). Most probably, this
is the result of the suboptimal mass transport in the PCR-E-Cup as
shown in Fig. 4.

The PCR solution cycles through different temperature ranges
driven by the thermal convection of the medium. Two large vor-
texes with their central axes oriented parallel to the heating wire
are observed. They generate wake space in their centers close to the
heating wire. Spaces with a very low convection are also observed
at the upper surface of the PCR-solution as well as at the bottom of
the tube (Fig. 4). Obviously, the temperature sequence for denatu-
ration, primer binding and elongation is suboptimal in comparison
to a cycle in the classical PCR.

4. Conclusions

We demonstrated that the asymmetric convective PCR in our
simple PCR-E-Cup yielded products well detectable by square-
wave voltammetry after only 5 to 10min. The square-wave
voltammetry was performed after modification of the PCR prod-
uct with [0sO4(bipy)] and hybridization with capture probes on
gold electrodes. Although the total product yield was significantly
lower compared to the classical thermocycler PCR, the electro-
chemical signals still showed a very good signal-to-noise ratio.

We suppose the reasons for the lower PCR-product yield of the
thermo-convective PCR are the suboptimal thermal sequence in the
convective mass-flow and wake spaces that are largely excluded
from the convections.

These properties can be nicely investigated by numerical mod-
els. Likewise, numerical calculations can be used to optimize
thermo-convective PCR-systems, e.g. by variations of the length,
orientation, or localization of the heated wire.

Thermo-convective PCR coupled with electrochemical detec-
tion holds great promise for future miniaturized bioanalytical
sensor devices.
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In this report we demonstrate an approach for the electrochemical detection of four sequences from
maize and genetically modified (GM) maize by means of square-wave voltammetry (SWV). After multi-
plexed labeling with osmium tetroxide bipyridine ([OsO4(bipy)]), the target oligonucleotides are hybrid-
ized with a complementary DNA capture probe immobilized on gold electrodes. The multiplexed labeling
was performed by mixing the four target strands with the respective oligonucleotides 80% homologous to
the central target recognition sequences in order to protect the latter from binding of [OsO4(bipy)] to its
thymine or cytosine residues. All components were added to the same solution. No significant decreases
in SWV hybridization signals were observed after such multiplexed labeling of up to four target strands in
the same reaction batch. Obtained voltammetric signals were significantly higher at 50 °C compared to
25 °C hybridization temperature and very low response was observed for non-complementary strands.
Multiplexed labeling with osmium tetroxide bipyridine holds great promise for the development of sim-
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ple and effective voltammetric detection protocols for GM organisms.

© 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Over the past decade, electrochemical detection of nucleic acid
hybridization has become a common tool besides classical molec-
ular biological methods such as Southern or Northern blots. The
electrochemical transduction can be performed using covalent la-
bels, intercalators or ions interacting electrostatically with the
DNA. Exploiting the electrochemical activity of the DNA is also
possible.

Electrochemical detection of DNA sequences can be performed
such as by using self-assembled monolayers of capture probes on
electrode surfaces [1-6] or hybridization at magnetic beads cou-
pled with AdSV (“two surface strategy”) [7,8]. Our group reported
about [OsOy4(bipy)] as an electrochemically reversible covalent
DNA-label together with thiol-linked probe oligonucleotides on
gold electrodes [9].

Other approaches for the electrochemical hybridization detec-
tion of PCR products or oligonucleotides include methylene blue
[10,11] or sandwich hybridization with an alkaline phosphatase
conjugate on biotinylated signaling probes [12]. The different
methods of electrochemical hybridization detection have been re-
viewed several times [13-18]. The complex [OsO4(bipy)] can be
utilized as an electrochemically reversible covalent DNA-label as

* Corresponding author. Tel.: +49 381 4986470; fax: +49 381 4986461.
E-mail address: gerd-uwe.flechsig@uni-rostock.de (G.-U. Flechsig).

1388-2481/$ - see front matter © 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.elecom.2009.05.037

described by Palecek et al. [19-22]. It reacts with the pyrimidine
bases [23] under oxidation of the C-C-double bond in the pyrimi-
dine ring forming a diester of osmic(VI) acid. This modification can
be easily accomplished with single-stranded oligonucleotides or
PCR products by formation of a central double strand with a pro-
tective partly homologous oligonucleotide as we have described
earlier [9,25,26]. Besides single-stranded DNA, also tRNA can be la-
beled with osmium tetroxide [27]. Also PNA can be modified with
this osmium complex, allowing stripping detection at the low pM
level [24]. The temperature influence upon the hybridization pro-
cess using protective strands has been characterized earlier [28].
“Multicolor labeling” of different target strands is possible using
osmium tetroxide complexes with different tertiary amine ligands,
which influence the electrochemical potential of the resulting
covalent osmium(VI)-labels [29].

Here, we describe a simple approach for multiplexed covalent
labeling of target oligonucleotides representing four sequences de-
signed to discriminate between natural and genetically modified
maize.

2. Experimental
2.1. Material

2,2'-Bipyridine was delivered by Merck and osmium tetroxide
was obtained as a 2% aqueous solution from Fluka. All DNA
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oligonucleotides (probes, targets and protector strands) were deliv-
ered by Friz Biochem (Neuried, Germany). The “tris-buffer” con-
tained 10 mmol/l tris-(hydroxymethyl)-aminomethane and
0.5 mol/l sodium sulfate and was adjusted to pH 7.5 using sulfuric
acid. The sequences of all DNA-strands together with their length
and designations are given in Table 1. All protector oligonucleotides
contain 3 to 5 mismatches (underlined in Table 1) to ease their la-
ter displacement by the immobilized probes.

2.2. Modification of target oligonucleotides

The target oligonucleotides and the 80% homologous protective
strands were mixed in equimolar ratio and left for two hours at
room temperature to allow hybridization. The probe SSIIb detects
the starch synthase gene IIb and the probe ivrp detects the invert-
ase gene of maize therefore serving as a positive control for the
detection of maize. The probe CRY detects the existence of the cry-
Ia/b transgene within the sample and the probe 810 detects the
existence of the transgene at the MON 810 specific insertion locus
in the maize genome. By choosing these sequences one can (a) de-
tect the presence of maize (SSIIb and ivrp), (b) detect the presence
of a specific transgene cryla/b (CRY) and (c) detect the presence of
the specific event Mon 810 (810) [30]. The sequences are given in
Table 1.

The dialysis procedure, the preparation of SAM-modified gold
electrodes, the hybridization and dehybridization procedures,
and the electrochemical measurements have been described in
more detail earlier [9].

3. Results and discussion

Fig. 1A and B display the effect of the hybridization temperature
upon SWV signals of the capture probe ivrp hybridized with either
the complementary ivrp target or the non-complementary 810 tar-
get. In this figure as in all other figures where hybridization signals
are displayed as voltammetric responses, representative peaks
were chosen that were closest to the average value of three indi-
vidual experiments. While the response of both strands is visible
after room temperature hybridization (Fig. 1A), the signal of ivrp
is about 10-times higher than the non-complementary strand. At
optimized 50 °C hybridization temperature, the non-specific re-
sponse is completely suppressed (Fig. 1B). Similar optimized condi-
tions were used in previous work [26]. This demonstrates not only
the selectivity of the probes to their respective targets (as it is dis-
played further in Fig. 2), but also the influence of optimized tem-
perature. The latter does not only increase the selectivity, but
also the sensitivity of the sensor. We found the signal height to
be approximately four times higher at 50 °C compared to room
temperature. Further temperature optimization is displayed also
in Fig. 1 (C and D). It depicts calibration plots for the targets 810

and ivrp at 40 °C (C) and 50 °C (D) hybridization temperature in
three separate calibration experiments each with separately pre-
pared target, probe and electrode. 10 nM target could be detected
in both cases. The signal increase when going from 40 °C to 50 °C
was 2-fold and 4-fold in case of 810 and ivrp, respectively. The
lower signal of ivrp at 40 °C is probably due to stable secondary
structures of the probe ivrp at lower temperatures. Other reasons
for increased signals at elevated hybridization temperature include
enhanced mass transport due to diffusion and thermal microstir-
ring [31]. At 40 °C, linear calibration ranges could be found up to
50 and 100 nM for 810 and ivrp, respectively (Fig. 1C). At 50 °C,
however, an almost linear calibration range could be observed be-
tween 25 and 200 nM for both targets (Fig. 1D). Although coeffi-
cient of determination r? was better for a squared calibration
function compared to a linear one, the difference between the
residual sums of squares was not significant (F-test, not shown).
These findings indicate how important an individually optimized
hybridization temperature is. Reproducibility (as indicated by error
bars) was found to be good even if comparing responses of inde-
pendent repetitive measurement series each obtained with a new-
ly prepared probe SAM. Similar high standard deviations have been
observed before [26].

Fig. 2 exhibits how the four different capture probes ivrp, SSIIb,
810 and CRY (Table 1) respond to the four different targets in sep-
arate experiments. In Fig. 2A, the capture probe ivrp yields only re-
sponse after hybridization with the full matching target ivrp. All
other sequences are non-specific and fully suppressed. In compar-
ison, the three other capture probes show full selectivity only with
certain non-specific strands; however, in all cases, the non-specific
response is greatly reduced due to the optimized 50 °C hybridiza-
tion temperature. In these cases, all targets had been protected
with their special protective strands during the modification with
osmium tetroxide bipyridine.

In Fig. 3, it is demonstrated how a sample containing different
target strands can be investigated using different capture probe-
modified electrodes. Error bars indicate standard deviations of
three independent repetitive experiments with different targets,
probes and newly prepared probe SAMs. Probe ivrp only yields
large response when the mixed sample contains the ivrp target se-
quence (Fig. 3A). Mixed samples containing mixed non-specific
810, SSIIb and CRY sequences yield much smaller signals (10 to
30 times smaller). Similar applies to probe 810 as displayed in
Fig. 3B. Only target 810 gave a large response while signals of
the three mixed non-specific sequences have been greatly
suppressed.

Furthermore, we demonstrate in Fig. 3C how genetically modi-
fied maize sequences can be discriminated from the wild type se-
quence by means of four working electrodes, each modified with
another kind of capture probes. Probe 810 and probe CRY, which
are designed for indicating the genetic modification, yielded only

Table 1

Sequences of deoxyoligonucleotides.

Designation Length Sequence

Probe ivrp 29+15a 5'-CACGTGAGAATTTCCGTCTACTCGAGCCT- aaaaaaaaaaaaaaa[Dithio]3-3’
Target ivrp 29+5¢t 5'-tttttAGGCTCGAGTAGACGGAAATTCTCACGTG-3'

Protector ivrp 29 5'-CAGCTGAGAATTTCCGTCTAGTGCAGCCT-3'

Probe SSIIb 25+15a 5'-AGCAAAGTCAGAGCGCTGCAATGCA-aaaaaaaaaaaaaaalDithio]3-3/
Target SSIIb 25+5¢t 5/-tttttTGCATTGCAGCGCTCTGACTTTGCT-3"

Protector SSIIb 25 5'-ACGAAAGTCAGAGCGCTCGAATGGA-3"

Probe CRY 26+15a 5'-AGATACCAAGCGGCCATGGACAACAA- aaaaaaaaaaaaaaa[Dithio]3-3’
Target CRY 26+5¢t 5/-tttttTTGTTGTCCATGGCCGCTTGGTATCT-3’

Protector CRY 26 5'-AGATAGCAAGCGGCCATGCAGAAGAA-3’

Probe 810 23+15a 5'-AACATCCTTTGCCATTGCCCAGC- aaaaaaaaaaaaaaalDithio]3-3’
Target 810 23+5¢t 5'-tttttGCTGGGCAATGGCAAAGGATGTT-3'

Protector 810 23

5'-AACATCCTTTGGCATTCCCCACG-3’
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Fig. 2. Sequence selectivity of the immobilized probes: Signals of the different targets ivrp, 810, CRY and SSIIb after separate [0sO4(bipy)]-modification and hybridization
with the immobilized probes (A) ivrp, (B) SSIIb, (C) 810 and (D) CRY. Solid lines indicate the complementary target according to the probe, dashed line, short dashed line and
dotted line indicate the different non-complementary targets; Hybridization was performed at 50 °C in a 200 nM target solution in tris-buffer for 15 min. Other conditions as

in Fig. 1.

minor response in presence of the wild type sequences ivrp and
SSIIb (white bars). Samples containing all four GM maize se-
quences yielded significantly higher response with the probes
810 and CRY allowing for discrimination from the wild type. The

presence of any maize in the sample was confirmed by the large re-
sponse of the control probes ivrp and SSIIb. In contrast, all probes
exhibited large signals when all targets were present in the sample
as it would be true for GM maize (gray bars). The hybridization
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Fig. 3. Multiplexed labeling of mixed targets in one beaker and detection of sequences from genetically modified maize or wild type samples: Hybridization of surface-
confined probes with mixed target solutions: (A) probe ivrp with targets ivrp/810 or targets ivrp/SSIIb as well as mixed samples containing targets SSIIb/810 and 810/CRY (B)
probe 810 with the targets 810/CRY, 810/SSIIb and the targets CRY/ivrp and CRY/SSIIb; (C) hybridization of probes ivrp, 810, CRY and SSIIb with mixed double targets
containing only ivrp/SSIIb to detect maize (white bars) and with mixed targets containing ivrp/810/CRY/SSIIb to detect GM; each target concentration 200 nM in tris-buffer,
15 min hybridization at 50 °C, the error bars indicate standard deviations of independent repetitive measurement series, each obtained with a newly prepared probe SAM.

Other conditions as in Fig. 1.

signals decreased by approximately 40-75% (compared to single
targets or double targets) when all four targets are labeled together.
The largest signal drop was observed for probe 810, the smallest for
probe CRY. Such signal decrease can probably be explained by inter-
ferences between the different target and protective strands that
are present during the labeling and hybridization processes and
may form secondary structures and conjugates. Nevertheless, we
are still able to distinguish reliably between maize and GM maize.
Our results confirm that multiplexed labeling with [OsO4(bipy)] is
possible. This will be useful to screen for genetic modifications of
maize by means of four different capture probes and protective
strands. Whereas multiplexed labeling of different targets with
the same electroactive marker allows for selective detection on an
electrode array, a multicolor label may allow detection of different
targets on the same electrode [29]. The combination of both ap-
proaches will be interesting for highly parallelized electrochemical
detection of many DNA sequences in one sample.

4. Conclusions

We demonstrated that four different target oligonucleotides can
be simultaneously modified with [0sO4(bipy)] in the same vessel
(using four different protective strands) without major losses in
the electrochemical hybridization signals on probe-modified Au
electrodes. Reliable discrimination between maize and GM maize
was not affected. Furthermore, we have shown that for the utilized
sequences from maize and genetically modified maize, the hybrid-
ization temperature was crucial for optimal hybridization signals
due to denaturation of secondary structures of the different probes.
We consider this a promising approach for future electrochemical

biosensor arrays designed to discriminate between natural and
genetically modified plants.
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We demonstrate an approach for the electrochemical detection of genetically modified maize in real maize
flour samples by means of square-wave voltammetry (SWV). After labeling the asymmetric PCR-amplified
targets with osmium tetroxide bipyridine [0sO4(bipy)], they were hybridized with immobilized oligonucle-
otide probes on gold electrodes. We could detect the maize genes ivrp and SSIIb in near isogenic maize. The
transgene cryla/b and the MON810 specific fragment were detected in all transgenic maize samples, down to
a content of 0.6% of MON810 in mixed samples. While it was possible to detect all sequences in the samples
containing 100% near isogenic or respectively transgenic maize after a hybridization time of less than 10 min,
a hybridization time of 30 min was necessary for the detection of the genetic modifications in samples con-
taining only 0.9 to 0.6% of transgenic maize. No significant detection of the transgene cryla/b or MON810 was
possible when only 0.5% of transgenic maize was present in the sample, most likely due to insufficient ampli-
fication of the template DNA.
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1. Introduction

Recently, electrochemical detection of nucleic acid hybridization has
become a useful tool besides classical molecular-biological methods
with optical detection such as classical PCR, real time PCR, Southern or
Northern blots. The electrochemical transduction can be performed
using covalent labels, intercalators or ions interacting electrostatically
with the DNA. Exploiting the electrochemical activity of the DNA is
also possible.

Self-assembled monolayers of capture probes [1-3] and magnetic
beads [4,5] can be found frequently for electrochemical hybridization
assays.

Other approaches for the electrochemical hybridization detection of
PCR products or oligonucleotides by means of methylene blue [6,7] or
sandwich hybridization with an alkaline phosphatase conjugate on bio-
tinylated signaling probes [8] were reported. The different methods of
electrochemical hybridization detection have been reviewed several
times, among others by Palecek and Bartosik [9] and Batchelor-McAuley
et al. [10]. Recently, we have reviewed the various electrochemical DNA
assays for real samples [11].

The complex [0OsO4(bipy)] can be utilized as an electrochemically re-
versible covalent DNA-label as it has been described by Palecek over the

* Corresponding author at: University of Rostock, Dept. of Chemistry, D-18051
Rostock, Germany. Tel.: +49 381 4986470; fax: +49 381 4986461.
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past 30 years [12]. This compound reacts with the pyrimidine bases [13]
under oxidation of the C— C-double bond in the pyrimidine ring forming
a diester of osmic (VI) acid. This modification can be easily accom-
plished with single-stranded oligonucleotides or PCR products as we
have described earlier [14,15]. This label yields high and reversible
voltammetric signals [13], also in hybridization assays with peptide
nucleic acids [16]. Adsorptive stripping voltammetric responses of var-
ious osmium tetroxide-modified nucleic acids species at different elec-
trode materials have been compared recently [17]. Intact double-
stranded DNA does not react with [0sO4(bipy)]. On the other hand, a
single strand, thoroughly modified with [0sO4(bipy)] at all pyrimidine
bases, cannot hybridize with its complementary strand. The complex
can thus be used to explore the structure of nucleic acids and even sin-
gle base mismatches [18,19]. These properties are also exploited when
protective strands are introduced to protect a certain recognition site
within the target strand [14,20].

The common PCR protocols must be modified accordingly. Asymmet-
ric PCR with one primer in large excess yields double-stranded as well as
single-stranded PCR products, which can be modified with [0sO4(bipy)]
(after protecting the sequence complementary to the probe with a pro-
tective strand) followed by hybridization with surface-confined capture
probes and voltammetric detection [15].

Our group reported also about [0sO4(bipy)] as an electrochemi-
cally reversible covalent DNA-label on PCR products together with
thiol-linked probe oligonucleotides on gold electrodes [21].

Besides single-stranded DNA, tRNA can also be labeled with
[0sO4(bipy)] [22]. In addition, the temperature influence upon the
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hybridization process using protective strands has been characterized
earlier [23].

Here, we describe a simple approach for covalent labeling of target
sequences designed to detect amounts of genetically modified maize
MON810 below the threshold defined for labeling of products con-
taining GMO of 0.9% in real maize flour samples.

2. Experimental
2.1. Material

2,2'-Bipyridine was delivered by Merck and osmium tetroxide
was obtained as a 2% aqueous solution from Fluka. All DNA oligonu-
cleotides (probes, primer and protector strands) were delivered by
Friz Biochem (Neuried, Germany). The “tris-buffer” contained
10 mmol/I tris-(hydroxymethyl)-aminomethane and 0.5 mol/l sodium
sulfate and was adjusted to pH 7.5 using sulfuric acid. The sequences
of all DNA-strands together with their length and designations are
given in Table 1. All protector oligonucleotides contained 3 to 5 mis-
matches (underlined in Table 1) to ease their later displacement by
the immobilized capture probes.

2.2. Preparation, modification, and detection of targets

DNA extraction was performed from a 200 mg sample of powdered
maize by means of “High Pure GMO Sample Preparation Kit” (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) according to the man-
ufacturer's instructions. For the preparation of DNA samples with differ-
ent amounts of transgenic DNA we mixed the two powdered maize
samples (wild type and MON810) in the given ratio before the extraction
of DNA. Approximately 100 ng of the genomic DNA was used as template
DNA for the PCR. The asymmetric PCR (1x 95 °C, 2 min; 40x [95 °C,45 s,
59°Cor 60 °C, 45s, 72 °C, 30 s]; 1x 72 °C, 7 min) was performed with
0.4 pumol/l dNTPs, 1 pmol/l of the primer excess primer, 0.1 pmol/l of
the second primer (Table 1), and 2.5 U Sawady-Taq-DNA-Polymerase
(Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Germany) in 50 pl reaction
volume according to the manufacturer's instructions to create single-
stranded (ss) DNA. For the labeling, 200 pl of the PCR-solution (con-
taining the single-stranded target) was used without further purifica-
tion. The ss-target at its maximum concentration (~20 nmol/l) and the
respective protective strand (10 umol/l working concentration) were

Table 1
Sequences of deoxyoligonucleotides.

Designation Length Sequence
Probe ivrp 29 +  5’-CACGTGAGAATTTCCGTCTACTCGAGCCT-
15a aaaaaaaaaaaaaaa[Dithio]3-3’
Primer ivr7 18 5'-CGCTCTGTACAAGCGTGC-3’
Primer ivr8 (excess 21 5’-GCAAAGTGTTGTGCTTGGACC-3’
primer)
Protector ivrp 29 5'-CAGCTGAGAATTTCCGTCTAGTGCAGCCT-3’
Probe SSIIb 25+  5'-AGCAAAGTCAGAGCGCTGCAATGCA-
15a aaaaaaaaaaaaaaa[Dithio]3-3’
Primer SSIIb 1-5’ 22 5’-CTCCCAATCCTTTGACATCTGC-3"
Primer SSIIb 1-3’ 23 5'-TCGATTTCTCTCTTGGTGACAGG-3’
(excess primer)
Protector SSIIb 25 5'-ACGAAAGTCAGAGCGCTCGAATGGA-3’
Probe CRY 26 +  5-AGATACCAAGCGGCCATGGACAACAA-

15a aaaaaaaaaaaaaaa[Dithio]3-3’
Primer MON810 2-5" 22 5’-GATGCCTTCTCCCTAGTGTTGA-3’
Primer MON810 2-3" 21 5'-GGATGCACTCGTTGATGTTTG-3’
(excess primer)
Protector CRY 26 5’-AGATAGCAAGCGGCCATGCAGAAGAA-3’
Probe 810 23 +  5'-AACATCCTTTGCCATTGCCCAGC-
15a aaaaaaaaaaaaaaa[Dithio]3-3’

Primer Mail-F1 24 5'-TCGAAGGACGAAGGACTCTAACGT-3’

Primer Mail-R1 24 5'-GCCACCTTCCTTTTCCACTATCTT-3’
(excess primer)

Protector 810 23 5’-AACATCCTTTGGCATTCCCCACg-3’

mixed and left for 2 h at room temperature to allow hybridization. Label-
ing with the complex [0sO4(bipy)] and dialysis were performed as de-
scribed earlier [15]. After the dialysis, the purified solution (containing
the osmium-labeled target) was used for the hybridization experiments.

The probes SSIIb and ivrp were used to detect genes from maize
and therefore served as a positive control. The probe CRY detects
the existence of the cryla/b transgene within the sample and the
probe 810 detects the event specific junction between the maize
DNA and the inserted transgene [24]. The sequences are given in
Table 1.

The preparation of SAM-modified gold electrodes, the hybridization
and dehybridization procedures, and the electrochemical measure-
ments have been described in more detail earlier [21]. Briefly, the elec-
trochemical detection using Autolab PGSTAT 12 was performed by
square-wave-voltammetry at 200 Hz in a potential range (—500 to +
50 mV vs. Ag/AgCl/3 M KCl) allowing reversible switching between
0Os(VI) and Os(IV) while not affecting label stability.

3. Results and discussion

Fig. 1 displays the square wave-voltammetric (SWV) hybridiza-
tion signals of the capture probes ivrp (Fig. 1A) and 810 (Fig. 1B)
with the respective PCR-amplified and [OsO4(bipy)]-labeled targets.
Fig. 1A and B shows the effect of hybridization time when the appro-
priate primer is used in excess (triangles). The hybridization signals
increase up to 30 and 15 min of hybridization time in Fig. 1A and B,
respectively, in a linear manner. Then, the slope declines. In Fig. 1A
and B the effect of hybridization time is also depicted for a non-
complementary target (squares). To ensure the comparability of the
experiments, the same PCR-reaction was used to create the targets,
yet, the respective other primer was used in excess to create a non-
complementary target. It can be seen that no significant hybridization
signals could be obtained by the hybridization of the probes with
their respective non-complementary targets. Similar results could
be obtained with the probes SSIIb and CRY (data not shown).

Experiments with artificial oligonucleotide targets ivrp and 810
revealed a significant difference of hybridization behavior between
ivrp and 810 at 40 °C [25]. Sequence ivrp showed much lower signals
compared to 810, SSIIb and CRY, an effect that did not appear at 50 °C.
A similar behavior could be observed in the present study when PCR-
amplified targets of sequences ivrp and 810 were used. The hybridiza-
tion signals for sequences 810 (triangles) and ivrp (squares) at 40 °C
are displayed in Fig. 1C. It can be seen that even after only 4 min of
hybridization time, the hybridization signals of 810 are about 5
times higher compared to ivrp. For sequence ivrp, no significant in-
crease of the hybridization signal can be observed even after 60 min
of hybridization time. The formation of secondary structures seems
to be even more distinctive in the PCR-amplified target than in the
model oligonucleotide targets, where after 60 min of hybridization,
the hybridization signals were only 2 times higher in 810 compared
to ivrp [25]. Fig. 1D displays the original SWV signals of sequence
810 at 50 °C obtained after 4, 30 and 60 min.

In order to confirm that the differentiation between maize and GM
maize is possible, the PCR of the targets 810 and CRY was performed
on near isogenic (isogenic DNA according to possibilities of detecting
transgenic DNA in it) DNA. No signals for CRY and only marginal sig-
nals for 810 could be observed (data not shown). Therefore a differ-
entiation between maize and GM maize is possible in real samples.

All experiments described so far were performed using either 100%
near isogenic or 100% GMO DNA. The labeling threshold for GMO de-
fined by the European Commission is 0.9% of transgenic DNA in a con-
ventional harvest. To verify, whether our new method can be used to
detect this limit, we created maize flour samples containing 0.9%,
0.8%, 0.7%, 0.6% and 0.5% of GM maize in near isogenic samples. Fig. 2
demonstrates the results (Fig. 2A for probe CRY and Fig. 2B for probe
810). We found that no significant SWV hybridization signals were
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Fig. 1. Influence of hybridization time upon SWV signals: (A) probe ivrp with complementary PCR-amplified target ivrp (triangles) and with non-complementary PCR-amplified target
ivrp (squares), (B) probe 810 with complementary PCR-amplified target (triangles), and with non-complementary PCR-amplified target (squares), (C) probe 810 with complementary
PCR-amplified target (triangles) and probe ivrp with complementary PCR-amplified target ivrp (squares) at 40 °C, (D) SWV signals of sequence 810 after 4 min [a], 30 min [b] and 60 min
[c], signals were Sawitzky and Golay-smoothed and baseline-corrected; covalent labeling of targets with [0sO4(bipy)], SWV conducted in Tris-buffer at 200 Hz and 40 mV amplitude. The
error bars indicate standard deviations of three repetitive measurement series, each obtained with a newly prepared probe SAM and target.

obtained with 0.5% transgenic maize for both probes. This can be
addressed most likely to an insufficient PCR amplification of that small
amount of templates. However, we obtained significant results for
both sequences from samples containing 0.6% to 0.9% of transgenic
maize. For optimal differentiation between the different amounts of
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Fig. 2. Hybridization signals of targets (A) CRY and (B) 810 with different amounts of DNA
from transgenic maize; hybridization was performed at 50 °C; all other parameters as in
Fig. 1.

transgenic DNA in the samples, a hybridization time of 30 to 60 min
seemed to be necessary.

4. Conclusion

We have demonstrated that the electrochemical detection of 0.6%
GM maize with asymmetric PCR-amplified [OsO4(bipy)]-labeled tar-
gets can be achieved. We also found that, when working with real
samples, the optimal hybridization temperature seems to be even
more crucial than for artificial model oligonucleotides that we used
earlier [25]. Furthermore, we have shown that the threshold of 0.9%
of transgenic plant material in a product could be monitored after 4
to 8 min of hybridization time, although 30 min will be necessary to
detect less than 0.9% of transgenic DNA. Less than 0.5% of transgenic
DNA within the near isogenic sample could not be detected due to in-
sufficient amplification of the target within the asymmetric PCR or
the insufficient sensitivity of the electrode. Nevertheless, we consider
this as an interesting and promising approach for the development of
a sensitive electrochemical biosensor for the detection of transgenic
sequences in real plant samples.
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in einer Probe, in der die Nukleinsdure zumindest par-
tiell als Doppelstrang vorliegt, welches elektrochemische
Detektionsverfahren (z. B. mit [OsO4(bipy)]) nutzt. Insbe-
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ge durch thermische Denaturierung in Einzelstrange uber-
fuhrt, welche als Targetstrange bezeichnet werden, und min-
destens einen als Schutzstrang bezeichneten Nukleinséu-
restrang hinzuflgt, welcher mit einem Targetstrang hybridi-
sieren kann, um partielle Doppelstrangabschnitte auszubil-
den, wobei die Schutzstrdnge kirzer als die Targetstrénge
sind, wobei die Temperatur der Probe schnell auf eine Tem-
peratur von unter 5°C, bevorzugt weniger als 0°C gesenkt
wird. Die Erfindung betrifft auch Vorrichtungen, die fir diese
Verfahren geeignet sind, umfassend ein FlieRsystem, in wel-
chem die Schritte des Verfahrens nacheinander stattfinden
kénnen, mit heizbaren Abschnitten zur thermischen Denatu-
rierung sowie klhlbaren Abschnitten zur schnellen Kiihlung
der Probe.
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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur sequenzspezifischen Analyse von Nukleinsauren in einer Pro-
be, in der die Nukleinsdure zumindest partiell als Doppelstrang vorliegt, welches elekirochemische Detekti-
onsverfahren (z. B. mit [OsO,(bipy)]) nutzt. Insbesondere umfassen die Verfahren Schritte, bei denen man
die zumindest partiell doppelstrangigen Nukleinsaurestrange durch thermische Denaturierung in Einzelstrange
Uberfihrt, welche als Targetstrange bezeichnet werden, und mindestens einen als Schutzstrang bezeichneten
Nukleinsaurestrang hinzufiigt, welcher mit einem Targetstrang hybridisieren kann, um partielle Doppelstran-
gabschnitte auszubilden, wobei die Schutzstrange kirzer als die Targetstrange sind, wobei die Temperatur der
Probe schnell auf eine Temperatur weniger als 0°C gesenkt wird. Die Erfindung betrifft auch Vorrichtungen,
die fir diese Verfahren geeignet sind, umfassend ein FlieBsystem mit heizbaren Abschnitten zur thermischen
Denaturierung sowie kiihlbaren Abschnitten zur schnellen Kiihlung der Probe, in welchen die Schritte des Ver-
fahrens nacheinander stattfinden kénnen.

Stand der Technik

[0002] Um eine elektrochemische Detektierung von Hybridisierungsereignissen von Nukleinsduren zu ermdg-
lichen, kdnnen redoxaktive Molekiile eingesetzt werden, die entweder an den Target- oder Reporterstrang ko-
valent gebunden sind, sich elektrostatisch an die Phosphatgruppen der Nukleinsauren binden oder sich als In-
terkalatoren in den Doppelstrang einlagern. Die kovalent gebundenen so genannten Redoxmarker werden bei
der Markierung oder Herstellung der Target- oder Reporterstrange angebunden. Alternativ kann Osmium(VIII)
oxid in Form von Komplexen mit Bipyridin eingesetzt werden. Diese Komplexverbindungen reagieren spezi-
fisch mit den Pyrimidinbasen Thymin, Uracil und in weitaus geringerem MalRe mit Cytosin. Diese Reaktion
findet in einem intakten Doppelstrang nicht statt. Andererseits kdnnen Einzelstrange, deren Pyrimidinbasen
mit Osmiumkomplexen reagiert haben, keine Doppelstrange mehr bilden. Diese Zusammenhange wurden seit
Anfang der 80er Jahre von Palecek, Jelen und Fojta untersucht und in Form zahlreicher Beispiele zur Detektion
der Nukleinsauren verwendet (M. Foita et al. J. Am, Chem. Soc. 126 (2004) 6532; P. Kostecka et al. Bioelec-
trochemistry 63 (2004) 245; M. Foita et al. Electroanalysis 15 (2003) 431).

[0003] Die Modifikation von DNA mittels Osmium(VIll)-Komplexen kann sehr einfach durch Zugeben des Os-
miumreagenzes zur Analysenldsung erfolgen. Nach der Modifizierung wird das Giberschiissige Reagenz durch
Dialyse in handelsiiblichen einfachen Dialysegefalien abgetrennt. Weiterhin wird tblicherweise die Hybridisie-
rung von Target und Sonde an unterschiedlichen Oberflachen durchgefiihrt. Besonders geeignet sind so ge-
nannte Magnetic Beads, magnetische Kigelchen, welche an ihrer Oberflache immobilisierte Sondenstrange
tragen und mittels Magnetfeld von der Analyselésung (und damit von nicht komplementaren Strangen und
Analysereagenzien) getrennt werden kénnen. Nach diesem Prinzip kann man beliebige einzelstrangige Nukle-
insaurestrange markieren. Nukleinsauren in der Mehrzahl der Proben liegen jedoch in doppelstrangiger Form
vor. Dies gilt sowohl fiir DNA als auch fur RNA; welche aufgrund von Sekundarstrukturen in groen Teilen
doppelstrangig ist.

[0004] Es besteht das Problem, dass einerseits osmiummaodifizierte Nukleinsaureeinzelstrange nicht mehr zur
Doppelstrangbildung fahig sind, und dass andererseits intakte Doppelstrange nicht mit den Osmiumtetroxid-
Komplexen wie dem [OsO,(bipy)] reagieren. Es wurden im Stand der Technik verschiedene Wege gefunden,
dieses Problem zu Iésen.

[0005] Dies kann dadurch geldst werden, dass ein Schutzstrang den Teil des Einzelstranges blockiert, der
spater mit einer Sonde hybridisieren soll. Auf diese Weise gelingt die Markierung von PCR-Produkten oder
nativen Nukleinsaureproben mit Osmium, ohne dass die Fahigkeit zur Hybridisierung verloren geht. Die grol3e
Zahl der an die Targetstrange gebundenen Osmiumeinheiten bewirkt eine sehr hohe Empfindlichkeit bei der
anschlielenden elektrochemischen Analyse (WO 2007/020093 A2). Dort wurden z.B. mit einer PCR amplifi-
zierte Doppelstriange thermisch denaturiert (95°C), der Schutzstrang im Uberschuss zugesetzt und auf 35°C
abgekuihlt. Es wird gelehrt, dass die optimale Hybridisierungstemperatur unterhalb der Schmelztemperatur liegt
und mit einer Schmelzkurvenanalyse festgestellt werden kann.

[0006] Der erste grolie Vorteil einer Markierung von Nukleinsauren mit Hilfe von Osmiumtetroxidkomplexen
besteht in der einfachen Durchfiihrung. Man muss lediglich die DNA/RNA-haltige Loésung mit dem Komplex,
z. B. [0sQO,(bipy)] versetzen, dann reagiert diese Verbindung spontan mit allen Thymin-Basen in der Lsung,
die nicht in DNA-Doppelstrangen vorliegen. Auch andere Pyrimidinbasen werden auf diese Weise angegriffen.
Cytosin reagiert allerdings etwa 10-mal langsamer als Thymin. In der RNA tritt die Pyrimidinbase Uracil an
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die Stelle des Thymins. Sie unterscheidet sich vom Thymin lediglich durch eine fehlende Methylgruppe und
reagiert etwas langsamer mit Osmiumtetroxid-Bipyridin.

[0007] Der zweite grofRe Vorteil ist die hohe Empfindlichkeit, die erreicht wird, wenn der Targetstrang viele
Thymin- bzw. Uracilbasen enthalt. Denn der groRte Teil hiervon wird stets im Einzelstrangabschnitt auftreten
und damit vom [OsO,(bipy)] angegriffen werden. Im Schnitt kann man bei einem PCR-Produkt mit 50 bis 200
Thyminbasen pro Strang rechnen. RNA kann ber 500 Uracilbasen enthalten.

[0008] Flechsig et al., Anal. Chem. 2007, zeigen, dass eine Hybridisierung von Einzelstrangen mit Schutz-
strangen optimal bei 40°C ablauft. Reske et al., Talanta 2007, analysierten doppelstrangige PCR-Produkte
nach Generierung von Einzelstrangen durch Lambda-Exonuklease-Behandlung, vor Hybridisierung der Ein-
zelstrange mit kurzen Schutzstrangen bei Raumtemperatur (RT) fiir 2 h und anschlieRender Reaktion mit
[OsO,(bipy)] fur 2 h bei RT.

[0009] Mix et al., Electroanalysis 2009, beschreiben die Herstellung einzelstrangiger DNA-Strange durch
asymmetrische PCR, gefolgt wiederum von Hybridisierung der Einzelstrange mit kurzen Schutzstrangen bei
Raumtemperatur (RT) fuir 2 h und anschlieRender Reaktion mit [OsO,(bipy)] fir 2 h bei RT.

[0010] Aufgabe der Erfindung ist es daher, ein Verfahren und eine Vorrichtung zu schalten, welche eine schnel-
le und einfache Detektion der gesuchten Nukleinsauresequenzen mit Redoxmarkern wie Osmiumtetroxid-Kom-
plexen gegebenenfalls auch ohne vorherige PCR ermdéglichen, sowie direkt anschlielend die elektrochemi-
sche Detektierung an einer Arbeitselektrode gestatten, wobei auf eine asymmetrische PCR, Exonuklease-
Verdau oder ahnliche Verfahren zur Generierung von Einzelstrangen verzichtet werden kann. Dies ist insbe-
sondere dann von Vorteil, wenn die gesuchten Sequenzen in der Probe zumindest partiell als Doppelstrange
vorliegen, z. B. in Gegenwart eines groRen Uberschusses an unspezifischer DNA bzw. RNA. Doppelstrangi-
ge DNA Iasst sich vor der Detektion oft vorteilhaft durch eine klassische, symmetrische PCR vervielfaltigen,
welche eine bessere Ausbeute ergibt als asymmetrische PCR, und damit zu einer verbesserten Selektivitat
und Empfindlichkeit flihrt.

Lésung der Aufgabe

[0011] Geldst wird diese Aufgabe durch den Gegenstand der Anspriiche insbesondere durch ein Verfahren
zum sequenzspezifischen Nachweis von Nukleinsaure in einer Probe, in der die Nukleinsaure zumindest partiell
als Doppelstrang vorliegt, welches Schritte umfasst, bei denen man
a) die zumindest partiell doppelstrangigen Nukleinsaurestrange durch thermische Denaturierung in Einzel-
strange Uberfihrt, welche als Targetstrange bezeichnet werden,
b) mindestens einen als Schutzstrang bezeichneten Nukleinsaurestrang hinzufigt, welcher mit einem Tar-
getstrang hybridisieren kann, um partielle Doppelstrangabschnitte auszubilden, wobei die Schutzstrange
kirzer als die Targetstrange sind, wobei die Temperatur der Probe schnell auf eine Temperatur von weniger
als 5°C, bevorzugt weniger als 0°C, gesenkt wird,
c) die verbliebenen Einzelstrangabschnitte der Targetstrange durch Reaktion mit einem Redoxmarker mar-
kiert, der selektiv mit der Doppelbindung der Pyrimidinringe der Nukleinsaurestrange reagieren und eine
elektroanalytisch nutzbare Redoxreaktion an Arbeitselektroden ermdglicht, man
d) die so markierten Nukleinsaurestrange an der Oberflache einer Elektrode mit dort immobilisierten Son-
denstrangen unter Verdrangung der Schutzstréange hybridisiert und man
e) die an den Sondenstrangen hybridisierten Nukleinsaurestrange elektroanalytisch nachweist.

[0012] Das Grundprinzip der vorliegenden Erfindung besteht darin, samtliche Nukleinsauren (DNA und/oder
RNA) einer Probe zu Einzelstrangen zu denaturieren und die unspezifischen (nicht gesuchten) Abschnitte mit
Osmiumtetroxid-Komplexen zu blockieren, so dass sie nicht mehr zur Hybridisierung in der Lage sind. Die
gesuchten Sequenzen werden dagegen auf an sich bekannte Weise mit kurzen Schutzstrangen geschitzt (s.
a. DE 10 2005 039 726 B3 oder WO 2007/020093 A2).

[0013] Erfindungsgemal wird dabei die unterschiedliche Hybridisierungsgeschwindigkeit verschieden langer
Nukleinsaurestrange ausgenutzt. So bleiben die langen DNA und RNA-Strange nach beispielsweise thermi-
scher Denaturierung und Abschrecken im Eisbad oder Kaltemischung fir langere Zeit als Einzelstrange erhal-
ten, wahrend die kurzen Schutzstrange (typischerweise 20 bis 30 Basen) sehr viel schneller hybridisieren kdn-
nen. Durch thermisches Aufschmelzen der Doppelstrang-DNA und anschliellendes schnelles Abkiihlen kén-
nen die langen Einzelstrange langere Zeit wegen der kinetischen Hemmung nicht rehybridisieren. Ein Vergleich
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mit Reske, Dissertation, 2009, zeigt, dass erst ein sehr schnelles Abkiihlen auf niedrige Temperatur, verbun-
den mit entsprechendem ausreichend langen Halten der hohen bzw. niedrigen Temperatur zum Erfolg fuhrt.

[0014] Im Rahmen der Erfindung werden in dieser Phase Schutzstrange hinzugefigt, die kurze Doppelstran-
gabschnitte bilden kdnnen. Die so geschitzten Abschnitte werden bei der darauf folgenden Modifizierung mit
Osmiumtetroxid-Komplexen nicht angegriffen und stehen spater fir die Hybridisierung mit Fangersonden zur
Verfigung. Alle brigen DNA- oder RNA-Abschnitte liegen nach wie vor als Einzelstrange vor und werden nun
mittels Osmiumtetroxid-Komplexen modifiziert. Diese Einzelstrangabschnitte sind nun nicht mehr zur Hybridi-
sierung fahig.

[0015] Auf diese Weise lassen sich erfindungsgemald alle ungeschitzten DNA- oder RNA-Abschnitte aus-
blenden, wenn es anschlieend um die Hybridisierung mit Fangersonden an Goldelekiroden geht. Es wird die
unspezifische Anlagerung von nicht komplementaren Nukleinsaurestrangen an die Sondenstrange erschwert.
Die Erkennung der Targetstrange in einem Uberschuss an nichtkomplementaren Nukleinsaurestrangen wird
daher erleichtert. Erfindungsgemald erfolgt zweimal eine Selektion der gesuchten Nukleinsauresequenz: Bei
der Hybridisierung mit den Schutzstrangen sowie bei der Hybridisierung mit den immobilisierten Fangersonden.

[0016] Bevorzugt findet in dem erfindungsgemaRen Verfahren die thermische Denaturierung in Schritt a) bei
mindestens 93°C, bevorzugt bei 95°C oder 97°C flr mindestens 5 min, bevorzugt fir mindestens 10 min statt.
Besonders bevorzugt findet eine thermische Denaturierung bei 95°C fiir mindestens 10 min statt.

[0017] Das Hinzufligen des Schutzstranges in Schritt b) erfolgt erfindungsgemald etwa bei der Temperatur der
thermischen Denaturierung. Insbesondere kann es genau bei dieser Temperatur erfolgen oder direkt nachdem
die Probe einer Umgebung dieser Temperatur enthommen wurde. Die Temperatur der Probe beim Hinzufliigen
des Schutzstranges ist also bevorzugt etwa 80-95°C, besonders bevorzugt etwa 90-95°C.

[0018] In einer Ausfihrungsform sind die Zeiten fir Denaturierung der Doppelstrang-Abschnitte der DNA-
oder RNA-Targets und fiir die Hybridisierung mit Schutzstrangen langer als 1 min, bevorzugt mindestens 5
min oder mindestens 10 min.

[0019] Im Rahmen des erfindungsgemalen Verfahrens wird die Temperatur der Probe anschliellend schnell
auf eine Temperatur von weniger als 5°C, bevorzugt 0°C oder weniger, mehr bevorzugt auf ca. —1°C bis -
5°C, auf —2°C bis —-4°C, oder auf -2°C bis -3°C, insbesondere auf etwa -2,5°C, gesenkt, indem die Probe
sofort nach Hinzufiigen des Schutzstrangs in Schritt b) in eine Umgebung von 0°C oder weniger tberfuhrt
wird. Eine schnelle Temperatursenkung kann z. B. durch Transfer des Reaktionsbehalters mit der Probe in
eine Umgebung von 0°C oder weniger erreicht werden, z. B. in ein Eisbad. Da die Temperatur der Probe
bevorzugt auf weniger als 0°C gesenkt wird, betragt die Umgebungs-Temperatur in Schritt b) bevorzugt ca.
-5°C bhis -25°C, bevorzugt etwa —19°C. Solche Temperaturen kénnen z. B. in einer Kéltemischung aus Eis
und einem Salz erreicht werden, wobei das Salz bevorzugt NaCl ist und die Salzlésung gesattigt ist. Eine
derartige Kaltemischung kann z. B. eine Temperatur von —19°C aufweisen. Die schnelle Temperatursenkung
in Schritt b) wird also durch die geringe Umgebungstemperatur (z. B. in einer Kaltemischung) und eine gute
Warmedbertragung (wie z. B. in der Kéltemischung) erreicht.

[0020] Bevorzugt wird die Temperatur in Schritt b) mindestens 1 min, bevorzugt mindestens 5 min oder mehr
bevorzugt mindestens 10 min gehalten. Danach ist eine weitere Hybridisierung der Schutzstrange bei hbheren
Temperaturen, insbesondere bei RT (ca. 20-25°C) moglich. Dies kann weitere 5-120 min erfolgen, insbeson-
dere 10-110 min oder 30-60 min.

[0021] Unter "partiellen Doppelstrangabschnitte”, die durch Schutzstrang und Targetstrang in Schritt b) gebil-
det werden, versteht man, dass die einzelstrangigen Targetstrange nur tGber einen Teil ihrer Gesamtlange mit
Schutzstrangen hybridisieren und sich dadurch doppelstrangige Abschnitte bilden, d. h., die Lange der Schutz-
strange wird so gewahlt, dass noch ausreichend lange einzelstrangige Abschnitte der Targetsequenz fir die
nachfolgende Reaktion mit den Redoxmarkern zur Verfiigung stehen. Diese verbleibenden einzelstrangigen
Abschnitte der Targetsequenz missen mindestens eine Thyminbase enthalten. Je mehr Thyminbasen im Ein-
zelstrangabschnitt vorliegen, desto mehr kénnen im anschlielRenden Schritt mit dem Redoxmarker markiert
werden und desto héher werden zum Schluss die elektroanalytischen Signale und damit die Empfindlichkeit
des ganzen Verfahrens sein.

[0022] Die Hybridisierung erfolgt mit Schutzstrangen, die kirzer als die Targetstrange sind. Insbesondere ist
der Schutzstrang hochstens halb so lang wie der Targetstrang, héchstens % so lang oder héchstens 1/10 so
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lang. Der Schutzstrang weist bevorzugt eine Lange von 10-200 b auf, mehr bevorzugt von 15-100 b oder 20—
30 b. Die Lange der Schutzstrange muss dabei ausreichend sein, um eine ausreichend feste Doppelstrang-
bildung zu ermdglichen. Andererseits erfolgt in Schritt d) eine Hybridisierung mit Sondenstrangen, die an der
Oberflache einer Elektrode immobilisiert sind. Da diese Hybridisierung unter Verdrangung der Schutzstrange
erfolgt, ist folgendes zu beachten: Die Sondenstrange sollten genauso lang sein wie die Schutzstrange oder nur
geringflgig langer. Es ist von Vorteil, wenn im Target-Schutzstrang-Duplex Fehlpaarungen auftreten. Dieser
Vorteil kommt insbesondere zum Tragen, wenn die Sondenstrange etwas kiirzer als die Schutzstrange sind.
Die Fehlpaarungen sollten nicht an Stellen des Targetstranges auftreten, an denen Thymin-Basen sitzen, da
diese sonst markiert werden kdnnten, was eine spatere Hybridisierung mit den Sondenstrangen beeinflussen
wirde. So wird gewahrleistet, dass der Targetstrang-Schutzstrang-Duplex nicht stabiler als der Targetstrang-
Sondenstrang-Duplex ist, und dass ein Tausch der Schutzstrange gegen die Sondenstrange stattfindet.

[0023] Bevorzugt wird in Schritt b) Schutzstrang in einem Uberschuss von mindestens 2:1, bevorzugt 3:1, 4:
1, 5:1, 9:1 oder 10:1 hinzugefigt.

[0024] Im Rahmen des erfindungsgemalien Verfahrens ist der Redoxmarker, der selektiv mit der Doppel-
bindung der Pyrimidinringe der Nukleinsaurestrange reagiert und eine elektroanalytisch nutzbare Redoxre-
aktion an Arbeitselektroden ermdglicht, bevorzugt ein Osmium(VIll)-Komplex, bevorzugt [OsO,(bipy)] oder
[OsO4(py),], insbesondere [OsO,(bipy)]. Alternative Redoxmarker sind in WO 2007/020093 A2 offenbart.

[0025] Die Nukleinsaure in der Probe kann RNA und/oder DNA sein. Sowohl DNA als auch RNA ist im Allge-
meinen zumindest partiell doppelstrangig, insbesondere bei Raumtemperatur (ca. 20-25°C). Bei RNA beruht
dies insbesondere auf Sekundarstrukturen.

[0026] Die Nukleinsdure der Targetstrange kann eine Lange von 100 bis 5000 Basenpaaren, vorzugsweise
500 bis 2000 Basenpaaren aufweisen, oder langer sein. In einer Ausfihrungsform wird die Nukleinsaure in
der Probe vor der Denaturierung in Schritt a) in kiirzere Abschnitte geteilt, z. B. von jeweils 100 bis 5000
Basenpaaren, vorzugsweise 500 bis 2000 Basenpaaren. Dies kann z. B. mit Nuklease-Behandlung oder durch
Ultraschall erreicht werden.

[0027] Bevorzugt erfolgt die Verdrangung der Schutzstrange durch die immobilisierten Sondenstrange in
Schritt d) bei einer Temperatur, die optimal fiir die thermisch stringente Hybridisierung von Sonden- und Tar-
getstrangen ist. Bevorzugt sind die Sondenstrange an einer zum Zeitpunkt der Messung und/oder Hybridisie-
rung beheizten Elektrode (Arbeitselektrode) immobilisiert. Dadurch wird einerseits der Strangaustausch an der
Elektrodenoberflache beschleunigt und andererseits die Anbindung von nicht hundertprozentig komplemen-
taren Strangen an die Sondenstrange erschwert. Die optimale Temperatur liegt unterhalb der sogenannten.
Schmelztemperatur. Bei letzterer liegen die beiden komplementaren Strange zu 50% als Doppelstrang vor.
Zur Ermittlung der optimalen Temperatur eines jeden Sondenstranges bedient man sich der Schmelzkurven-
analyse. Dabei wird ein Analysensignal, welches vom Hybridisierungszustand abhangt, gegen die Tempera-
tur aufgetragen. In homogener Loésung werden dazu blicherweise die UV-Absorption oder die Fluoreszenz
der DNA gemessen. Falls gewlinscht, kdbnnen zum Nachweis mehrerer Sequenzen in einer Probe mehrere
unterschiedliche Sonden, welche zu den nachzuweisenden Sequenzen komplementar sind, verwendet wer-
den. Bevorzugt sind diese unterschiedlichen Sonden an unterschiedlichen selektiv beheizten Elektroden im-
mobilisiert, um wahrend der Hybridisierung und/oder Messung die fir jede Sondensequenz jeweils optimale
Temperatur einzustellen.

[0028] In einer Ausflihrungsform werden zwischen Schritt ¢) und d) die iberschissigen Redoxmarker aus der
Analysenlésung entfernt, z. B. durch Dialyse oder Filtration.

[0029] Gemal} einer weiteren Verfahrensvariante verbleiben die berschiissigen Redoxmarker nach Schritt
¢) in der Analysenldsung, d. h. zwischen Schritt ¢) und d) werden die Uberschiissigen Redoxmarker aus der
Analysenldsung nicht entfernt, und man trennt die elektrochemischen Signale der an der Oberflache der Elek-
trode gebundenen Redoxmarker von den Signalen des in Lésung befindlichen Redoxmarkers bei der Detek-
tierung durch geeignete elektrochemische Analysenerfahren voneinander. Bei dieser Verfahrensvariante ist
die Chronocoulometrie oder Chronopotentiometrie als elektrochemisches Analysenerfahren bevorzugt. Die
Chronocoulometrie gestattet die Unterscheidung zwischen elektrochemischen Diffusionsstrémen, welche von
der Umsetzung geldster Substanzen stammen und elektrochemischen Stromen, die von oberflachlich fixierten
Substanzen verursacht werden. Auf diese Weise lasst sich z. B. die Menge immobilisierter DNA auf Goldelek-
troden bestimmen, indem man Rutheniumhexamminchlorid zur Lé6sung dazu setzt. Dieses bindet sich an die
Phosphatgruppen der DNA-Strénge (vgl. z. B. Steel, B. A. et al. Anal. Chem. 1998, 70, 4670-4677).
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[0030] Gemal einer Ausfihrungsform liegen die Sondenstrange in Schritt d) in hybridisierter Form vor, d. h.
sie sind mit einem oder mehreren Nukleinsaurestrangen als Sondenschutzstrangen hybridisiert. In diesem Fall
hybridisiert man in Schritt d) die markierten Targetnukleinsdurestrange an der Oberflache einer Elektrode mit
den dort immobilisierten Sondenstrangen unter Verdrangung der Schutzstrange und der Sondenschutzstran-

ge.

[0031] Der elektroanalytische Nachweis der Targetstrange, welche an die immobilisierten Sondenstrange an-
gebunden sind, erfolgt im Rahmen des erfindungsgemalen Verfahrens vorzugsweise mittels Chronopoten-
tiometrie, Coulometrie, Amperometrie oder Voltammetrie, vorzugsweise mittels Square-Wave-Voltammetrie
(SWV), Wechselstromvoltammetrie (ACV) oder cyclischer Voltammetrie (CV). Als Elektrode verwendet man
Metall-, Kohle-, Polymer- oder Halbleiterelektroden, vorzugsweise Draht- oder Schichtelektroden, welche aus
Gold, Platin, Kupfer, Bismut, Quecksilber, Silber, Blei, Zinn bzw. deren Legierungen bestehen. Bevorzugt kom-
men Elektroden zum Einsatz, welche mittels elektrischen Stromes direkt oder mittels eines Widerstandsheizers
indirekt heizbar sind. Bevorzugt ist eine beheizbare Elektrode direkt beheizbar und weist eine gleichmafige
Oberflachentemperatur auf.

[0032] Die Elektrodenoberflachen kdnnen mit Strukturen im Nano- oder Mikrometerbereich modifiziert sein,
um ihre Oberflache zu vergrolRern. Diese Strukturen kdnnen aus dem gleichen Material sein wie die Elektrode
selbst. Die Immobilisierung der Sondenstrange auf der Oberflache der Elektroden erfolgt nach denn Fachmann
bekannten Verfahren. Dabei ist es erfindungsgemal bevorzugt, die Sondenstrange auf Metallelektroden vor-
zugsweise mittels Thiolgruppen zu chemisorbieren (vgl. z. B. Steel, B. A,; Herne, T. M.; Tarlov, M. J. Anal.
Chem. 1998, 70, 4670-4677).

[0033] Gegenstand der Erfindung ist auch eine Vorrichtung zur Durchfihrung eines erfindungsgemafen Ver-
fahrens, umfassend ein FlieRsystem, in welchem die genannten Schritte des Verfahrens nacheinander stattfin-
den kénnen, wobei es in dem Flielsystem heizbare Abschnitte zur thermischen Denaturierung sowie kiihlbare
Abschnitte zur schnellen Kiihlung der Probe gibt. Insbesondere ist der Abschnitt zur thermischen Denaturie-
rung auf 93-97°C, bevorzugt 95°C beheizbar oder beheizt. In dem FlieRsystem wird der Probe direkt danach
Schutzstrang hinzugeflugt, d. h., das System ist so ausgestaltet, dass Schutzstrang hinzugefiigt werden kann,
z. B. durch eine Kanalmiindung oder Einspritzvorrichtung. Auch dieser Bereich kann noch auf die Temperatur
zur thermischen Denaturierung oder eine leicht darunter liegende Temperatur beheizbar oder beheizt sein.
Das Flie3system ist so ausgestaltet, dass die Probe direkt danach in einen Abschnitt geleitet werden kann, der
auf eine Temperatur gekihlt ist, die dazu geeignet ist, die Temperatur der Probe auf von 0°C oder weniger,
bevorzugt auf etwa —1°C bis etwa -5°C, —2°C bis —4°C oder etwa —-2,5°C zu senken. Der Abschnitt kann dafir
z. B. auf-2,5°C bis —25°C oder etwa -5°C bis —19°C kuhlbar sein oder gekihlt sein. Der Gefrierpunkt der Probe
sollte in der Probe nicht unterschritten werden, wahrend sie diesen gekihlten Abschnitt passiert.

[0034] Durch die schnelle AbklUhlung der Probe kommen die bereits erlauterten vorteilhaften Effekte bei der
Anlagerung der Schutzstrange zum Tragen.

[0035] In einer Ausfihrung umfasst die Vorrichtung eine Probe, welche Nukleinsauren umfasst, und die oben
erwahnten heizbaren und kiihlbaren Abschnitte sind auf die entsprechenden Temperaturen geheizt bzw. ge-
kahlt.

[0036] In der erfindungsgemaRen Vorrichtung wird bevorzugt als elektrochemischer Detektor zum elektroana-
lytischen Nachweis der an den Sondenstrangen hybridisierten Nukleinsaurestrange ein Array aus unterschied-
lichen selektiv heizbaren Arbeitselektroden verwendet, wobei an den Arbeitselektroden unterschiedliche Son-
den (d. h. Sonden mit unterschiedlicher Sequenz) immobilisiert sind.

[0037] Da bei diesem Verfahren eine Vervielfaltigung der Zielsequenzen nicht nétig ist, sollten in der Probe
hinreichend viele Kopien der Zielsequenz vorliegen. Dies ist z. B. zu erwarten im Falle von mRNA, rRNA sowie
bei Proben, die sehr viele Zellen enthalten. Selbstverstandlich ist das erfindungsgemalie Verfahren auch bei
Proben anwendbar, die vorher, z. B. mit PCR oder SDA, amplifiziert worden sind.

[0038] Im Rahmen der Erfindung kann eine Probe insbesondere eine biologische oder klinische Probe sein,
z. B. ein Nukleinsauren umfassender Extrakt aus Zellen pflanzlichen, tierischen oder humanen Ursprungs.
Die Erfindung kann z. B. vorteilhaft zur Detektion von Nukleinsduren eines Pathogens in einer klinischen Pro-
be oder zur Detektion von gentechnisch veranderter DNA bekannter Sequenz in einer pflanzlichen oder Nah-
rungsmittel-Probe eingesetzt werden.
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[0039] Der wirtschaftliche Nutzen der Erfindung zeigt sich z. B. darin, dass die sequenzspezifische Analytik
von DNA und RNA erheblich vereinfacht wird, weil keine PCR mehr erforderlich ist. Es kdnnen elektrochemi-
sche DNA-Chips zum Einsatz kommen, welche direkt auslesbare digitale Daten liefern. Es kénnen durch Ver-
wendung von Elektrodenarrays sehr viele unterschiedliche Sequenzen parallel detektiert werden. Es sind kei-
ne teuren, speziell fluoreszenz-markierten Oligonukleotide mehr nétig. Auch im Falle der Genexpressionsana-
lysen kann die teure und langwierige PCR-Vervielfaltigung entfallen. Auflerdem ist eine direkte Quantifizierung
gegeben, weil durch Wegfall der PCR die elektrochemischen Signale direkt proportional zur Konzentration der
Zielsequenzen sind.

[0040] Insbesondere erdffnen sich folgende wirtschaftlich interessante Anwendungen des erfindungsgema-
Ren Prinzips:
1. Direkte quantitative Detektion einer gesuchten DNA-Sequenz bei groBem Uberschuss an unspezifischer
DNA ohne PCR, beispielsweise zur quantitativen Analyse gentechnisch veranderter Organismen.
2. Schnelle, einfache, kostengiinstige elektrochemische Analytik von mRNA-Strangen aus der Genexpres-
sion, quantitativ und ohne vorherige PCR.
3. Quantitative, schnelle, einfache, kostenginstige elektrochemische Analytik von Bakterien Gber deren
spezifische rRNA in klinischen Proben,
4. Schnelle, einfache, kostenginstige elektrochemische Multiplex-Detektierung vieler Nukleinsaure-Se-
quenzen in einer Probe mittels Elektrodenarrays, ohne dass eine kompromissbehaftete Multiplex-PCR nd-
tig ware,
5. Selektive und sensitive Detektion von PCR-Produkten.

Legende

[0041] Fig. 1 zeigt die Ergebnisse der Markierung von PCR-Produkten mit [OsO(bipy)] bei unterschiedlichen
Methoden der Hybridisierung mit Schutzstrang (siehe Beispiel 1). Linker Balken: Verfahren 1, rechter Balken:
Verfahren 2. SWV-Signale in Mikroampere.

[0042] Fig. 2(A) zeigt die Methode zur Markierung von PCR-Produkten nach Verfahren 1, (B) zeigt die Metho-
de nach Verfahren 2; 1. zeigt die doppelstrangigen PCR-Produkte; 2. stellt die Strange nach der Denaturierung
dar; 3. zeigt die Situation nach dem Abschrecken, in Verfahren 1 bleiben die Einzelstrange langer von ihren
komplementaren Strangen getrennt, so dass die Schutzstrange effektiver hybridisieren kénnen; 4. zeigt die
Situation nach der Markierung mit (OsO,[bipy]), es liegen bei Verfahren 1 deutlich mehr markierte Targets vor,
die mit den Sonden an der Elektrode hybridisieren kbnnen

Beispiele
Beispiel 1: Markierung von doppelstrangigen PCR-Produkten mit [OsO 4(bipy)]

[0043] Fir die Markierung von PCR-Produkten mit [OsO,(bipy)] wurden aus einer klinischen Probe,
welche Candida albicans-DNA enthielt, mehrere identische PCR-Ansatze hergestellt und eine PCR
durchgefihrt (Candida albicans: Primer: S1: 5-ACTGCGAATGGCTCATTAAATCAG-3' (SEQ ID NO:1),
CUF1: 5-CAAGGCCATGCGATTCG-3' (SEQ ID NO:2); Sonde: V2CA: 5-TGCCTTCGGGCTCTTTGA-
aaaaaaaaaaaaaaalDithio];-3' (SEQ ID NO:3); Schutzstrang: Schutz Canda: 5-TACCTTCAGGCTCTTTAG-
3' (SEQ ID NO:4).

[0044] Die Hybridisierung mit Schutzstrangen wurde unterschiedlich durchgefiihrt, nach den im Folgenden

beschriebenen Verfahren 1 (erfindungsgemaf) und 2 (erfindungsgemal modifizierte Methode von Th. Reske):
1. Erfindungsgemaf’ wurde die Probe wurde im Thermocycler bei 95°C fur 10 min denaturiert. Das Gefaly
mit Reaktionsmischung wurde dann in eine Kaltemischung (Eisbad mit Salz (NaCl)) transferiert und die
Reaktionsmischung dadurch sehr schnell auf -2,5°C abgekuhlt. Der Schutzstrang wurde zugegeben und
fir 10 min bei dieser Temperatur inkubiert. Dann wurde fiir weitere maximal 110 min bei Raumtemperatur
inkubiert.
2. Nach Stand der Technik (Reske, Dissertation 2009, S. 18) wurde die Probe nur kurz bei 95°C fiir max.
1 min denaturiert. Diese Versuche waren nicht erfolgreich, d. h. es wurden nur sehr kleine Signale erhal-
ten. Erst durch erfindungsgemaRe langere Haltezeiten fir Denaturierung und Schutzstrang-Hybridisierung
konnten brauchbare, aber relativ kleine Signale am Ende erhalten werden. In diesem Beispiel wurde daher
schon langer als im Stand der Technik, d. h. erfindungsgemaf fir 10 min denaturiert. Danach wurde sie in
ein Eisbad (0-2°C) tberfihrt und dort der Schutzstrang zugegeben.
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[0045] Die Reaktionsmischung wurde nun erfindungsgemal langere Zeit, d. h. fir 10 min in dem Eisbad
gekihlt, dann fir weitere maximal 110 min bei Raumtemperatur inkubiert.

[0046] Danach erfolgten bei allen Proben die Zugabe von [OsO,(bipy)] zu einer Endkonzentration von 2 mM
und eine weitere Inkubation von 2 h.

[0047] Die Entfernung von [OsQO,(bipy)] erfolgte in beiden Fallen Gber Nacht durch Dialyse.

[0048] Ergebnisse sind in Fig. 4 gezeigt. Die nach der erfindungsgemalt modifizierten Methode von Thomas
Reske hergestellten Targets (Verfahren 2) zeigen deutlich niedrigere Signale an drei unabhangig voneinander
praparierten Elektroden (Au4, Au8, Au9).

[0049] Die Hybridisierung der so markierten Targets an die Sonden wurde bei Raumtemperatur fir 15 min
durchgefiihrt. Die verwendete Messmethode war die SWV (Square Wave Voltammetry): Scan -0.55 V-0 V,
200 Hz, Step Potential 0.002 V, Amplitude 0.04 V, verwendeter Puffer: 10 mM Tris, 0.5 M Na,SO,, pH 7.5.

Beispiel 2: Detektion von 0,9%-Spuren des MON810-Gens in der DNA einer Maisprobe
durch Markierung mit [OsO,(bipy)], Hybridisierung und elektrochemische Analyse.

[0050] Es wird eine PCR-Reaktion mit einem Template durchgefiihrt, das 0,9% [w/w] an transgener DNA
(MONB810-Gen) enthalt. Bei der PCR wird ein transgener Abschnitt amplifiziert. Anschliellend wird zur Dena-
turierung aller Doppelstriange auf 95°C fiir 10 min aufgeheizt. Dann wird der Schutzstrang im Uberschuss zu-
gesetzt. Dann wird die Probe erfindungsgemal in einer Kaltemischung aus Eis/NaCl fir 10 min auf -2,5°C
abgekuihlt. Nun wird der Schutzstrang thermisch stringent an die passenden Sequenzen in der Mais-DNA an-
gelagert. Anschlielend wird [OsO,(bipy)] (bevorzugt 2 mM) zugesetzt. Nach Ablauf der Reaktion kann das
Uberschissige [0sO,(bipy)] durch Dialyse abgetrennt werden. Zum Schluss erfolgt die Hybridisierung mit an
Gold immobilisierten Sondenstrangen unter Verdrangung der Schutzstrange und die elektrochemische Detek-
tierung z. B. mittels SWV. Der groRRe Uberschuss an unspezifischer DNA und RNA wurde im Markierungsschritt
mit dem Osmiumtetroxid-Komplex markiert und ist seitdem nicht mehr zur Hybridisierung fahig. Daher erhalt
man nur dann voltammetrische Signale des Osmiumtetroxid-Komplex-Markers, wenn der Schutzstrang sein
Gegenstiick (MON810-Abschnitt) in der amplifizierten Mais-DNA finden und damit hybridisieren konnte.

Beispiel 3: Untersuchung der Genexpression durch Markierung der mRNA-Kopien mit [OsO,(bipy)].

[0051] Die Nukleinsaureextrakte einer Zell- oder Gewebeprobe werden bei 95 Grad denaturiert und am En-
de der Denaturierung mit den Schutzstrangen versetzt, mittels Kaltemischung auf —2,5°C abgeschreckt und
anschlieBend bei Raumtemperatur mit den Schutzstrangen hybridisiert. Das Markierungsprinzip folgt dabei
dem in Beispiel 1 vorgestellten. Allerdings ist hier darauf zu achten, dass bis zur Markierung der RNA auf
RNase-Freiheit geachtet wird. Dann wird [OsO 4(bipy)] (bevorzugt 2 mM) zugesetzt. Der grofite Teil der Nukle-
insaurestrange (DNA und RNA) liegt dabei einzelstréangig vor und wird dabei mit Osmiumtetroxid modifiziert
und ist nicht mehr zur Bildung von Doppelstrangen in der Lage. Nur die geschitzten Abschnitte der mRNA-
Kopien bleiben unmarkiert und kénnen daher anschlieRend mit den an Gold immobilisierten Sondenstrangen
unter Verdrangung der Schutzstrange hybridisieren. Dadurch werden einerseits eine hohe Selektivitat und an-
dererseits eine sehr hohe Empfindlichkeit bei der anschlielenden elektrochemischen Analyse beispielsweise
durch Chronopotentiometrie erreicht. Eine Vervielfaltigung der mRNA-Kopien durch RT-PCR und PCR kann
entfallen.

Beispiel 4: Detektion von Bakterienzellen durch Markierung der spezifischen rRNA mit [OsO,(bipy)].

[0052] Die Nukleinsaureextrakte einer klinischen Probe werden bei 95 Grad denaturiert und mit den Schutz-
strangen versetzt, erfindungsgeman sehr schnell mittels Kéltemischung auf —2,5°C abgeschreckt und anschlie-
Rend bei Raumtemperatur mit den Schutzstrangen hybridisiert. Dann wird [OsO,(bipy)] (bevorzugt 2 mM) zu-
gesetzt. Der groflite Teil der Nukleinsaurestrange (DNA und RNA) liegt dabei einzelstrangig vor, wird mit Os-
miumtetroxid-Bipyridin modifiziert und ist nicht mehr zur Bildung von Doppelstrangen in der Lage. Nur die ge-
schitzten Abschnitte der rRNA-Kopien kénnen anschlieRend mit den an Gold immobilisierten Sondenstrangen
unter Verdrangung der Schutzstrange hybridisieren. Dadurch werden einerseits eine hohe Selektivitat und an-
dererseits eine sehr hohe Empfindlichkeit bei der anschlieRenden elektrochemischen Analyse beispielsweise
durch Chronopotentiometrie erreicht. Eine Vervielfaltigung der rRNA-Kopien durch RT-PCR und PCR entfallt
komplett. Dieses Prinzip kann zur Identifizierung und Quantifizierung infektidser Bakterien in klinischen Pro-
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ben verwendet werden. Auch in diesem Fall ist es wesentlich, auf RNase-Freiheit zu achten, bis die RNA mit
[OsO,(bipy)] markiert ist.

Beispiel 5: Elektrochemische Analyse der Os-markierten Nukleinsauren direkt im Anschluss an
die Markierungsreaktion ohne vorherige Entfernung des Uberschiissigen geldsten [OsO,(bipy)].

[0053] Durch Anwendung der Chronocoulometrie kann man zwischen den elektrochemischen Signalen der
immobilisierten Osmiumverbindungen und denen der geldsten [OsO4(bipy)]-Molekile unterscheiden. Daher
ist eine Entfernung liberschiissiger Osmiumkomplexe nicht notwendig. Zur Durchfiihrung missen die immobi-
lisierten Sonden mit passenden Sonden-Schutzstrangen geschiitzt sein. Letztere sind komplementar zu den
immobilisierten Sonden, enthalten vorzugsweise aber ebenfalls 3 bis 5, bevorzugt 4 Basenfehlpaarungen, um
die Hybridisierung von Sonde und Target zu férdern. Der Potentialsprung erfolgt von —-500 zu —200 mV (vs.
SCE). Zur Auswertung wird analog zum Verfahren nach Steel et al. (Steel et al., Anal. Chem. 1998, 70, 4670-
4677, Fig. 4) verfahren, d. h. die Auftragung der chronocoulometrischen Messwerte erfolgt gegen die Qua-
dratwurzel der Zeit. Der lineare Abschnitt wird bis t = 0 extrapoliert, der Schnittpunkt dieser Geraden mit der
Ladungsachse ergibt die Ladung als Messwert. Hiervon ist noch der Leerwert abzuziehen, der durch die ka-
pazitive Umladung der elektrochemischen Doppelschicht entsteht. Die resultierende Ladung ist auf den elek-
trochemischen Umsatz der an der Sondenschicht mit dem Target immobilisierten Marker zurtickzufihren und
proportional zur Targetkonzentration.

Beispiel 6: Elektrochemische Analyse der Os-markierten Nukleinsauresequenzen
durch thermisch stringente Hybridisierung an selektiv geheizten Elektrodenarrays.

[0054] Jede einzelne Elektrode wird bei der Analyse auf eine Temperatur gebracht, bei der die darauf immobi-
lisierte Fangersonde optimal und thermisch stringent mit der Zielsequenz hybridisiert. Dies unterstiitzt zusatz-
lich die spezifische Detektion der unterschiedlichen Zielsequenzen in Gegenwart eines groRen Uberschusses
an unspezifischen Nukleinsauren. Elektrodenarrays, welche im Rahmen der Erfindung verwendet werden kon-
nen, sind z. B. in der Dissertation von Duwensee H., 2009 oder in DE 10 2004 017 750 B4 beschrieben.

Beispiel 7: Elektrochemische Analyse der Os-markierten Sequenzen an nanostrukturierten Elektroden.

[0055] Die Abscheidung von Nanostrukturen aus Gold und/oder Silber vergroRert die aktive Elektroden-Ober-
flache und verbessert sowohl die Hybridisierungseffizienz und Stringenz, als auch die Empfindlichkeit und das
Signal-Rausch-Verhaltnis. Daher werden die Nachweisgrenze sowie die Selektivitat weiter verbessert. Geeig-
nete Nanostrukturen sind bei Wachholz et al., Electroanalysis 21 (19) (2009) 2153 oder French R et al. J
Electroanal Chem 632 (2009) 206 und French R et al. Electroanalysis 20 (22) (2008) 2403 beschrieben. Die
Abscheidung kann sowohl aus cyanidischen als auch aus anderen galvanischen Badern nach dem Stand der
Technik erfolgen.
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SEQUENCE LISTING

Universitdt Rostock

Sequenzspezifische Analyse von Nukleinsauren

P85544

4

PatentIn version 3.5
1

24

DNA

Brtificial Seguence

Primer S1

1

actgcgaatg getcattaaa tcag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

2

17

DNA

Artificial Seguence

Frimer CUF1

2

caaggecatg cgatteg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

3

33

DNA

Brtificial Seguence

Sonde V2CA

3

tgectteggyg ctetttgaaa aaaaaazaaa aaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

4

18

DNA

Artificial Seqguence

Schutz Canda

4

taccttcagg ctctttag

24

17

33

18

Es folgt ein Sequenzprotokoll nach WIPO St. 25.Dieses kann von der
amtlichen Verdéffentlichungsplattform des DPMA heruntergeladen werden.
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Patentanspriiche

1. Verfahren zum sequenzspezifischen. Nachweis von Nukleinsauren in einer Probe, in der die Nukleinsau-
ren zumindest partiell als Doppelstrang vorliegen, Schritte umfassend, bei denen man
a) die zumindest partiell doppelstrangigen Nukleinsdurestrange durch thermische Denaturierung in Einzel-
strange Oberfihrt, welche als Targetstrange bezeichnet werden,
b) mindestens einen als Schutzstrang bezeichneten Nukleinsaurestrang hinzufigt, welcher mit einem Tar-
getstrang hybridisieren kann, um partielle Doppelstrangabschnitte auszubilden, wobei die Schutzstrange kir-
zer als die Targetstrange sind, wobei die Temperatur der Probe schnell auf eine Temperatur von weniger als
5°C, bevorzugt weniger als 0°C gesenkt wird,
c) die verbliebenen Einzelstrangabschnitte der Targetstrange durch Reaktion mit einem Redoxmarker markiert,
der selektiv mit der Doppelbindung der Pyrimidinringe der Nukleinsaurestrange reagieren und eine elektroana-
lytisch nutzbare Redoxreaktion an Arbeitselektroden ermdglicht, man
d) die so markierten Nukleinsaurestrange an der Oberflache einer Elektrode mit dort immobilisierten Sonden-
strangen unter Verdrangung der Schutzstrange hybridisiert und man
e) die an den Sondenstrangen hybridisierten Nukleinsaurestrange elektroanalytisch nachweist.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die thermische Denaturierung in Schritt a) bei
mindestens 93°C, bevorzugt bei 95°C fiir langer als 1 min, bevorzugt fir mindestens 5 min, mehr bevorzugt
fir mindestens 10 min stattfindet.

3. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass das Hinzufiigen des
Schutzstranges in Schritt b) etwa bei der Temperatur der thermischen Denaturierung erfolgt.

4. Verfahren nach einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die Temperatur der
Probe schnell auf eine Temperatur von weniger als 0°C gesenkt wird, indem die Probe sofort nach Hinzufiigen
des Schutzstrangs in Schritt b) in eine Umgebung von weniger als 0°C Uberfihrt wird.

5. Verfahren nach einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die Temperatur der
Probe in Schritt b) ca. -1,5°C bis —-3°C betragt, bevorzugt -2,5°C wobei diese Temperatur insbesondere in
einer Kaltemischung aus Eis mit einem Salz, bevorzugt NaCl, erreicht wird.

6. Verfahren nach einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die Temperatur in Schritt
b) mindestens 1 min, bevorzugt mindestens 5 min oder mehr bevorzugt mindestens 10 min gehalten wird.

7. Verfahren nach einem der vorherigen Anspriiche,
wobei der Schutzstrang hdchstens halb so lang ist wie der Targetstrang, wobei der Schutzstrang bevorzugt
eine Lange von 10-200 b aufweist, mehr bevorzugt von 20-30 b,
wobei der Schutzstrang bevorzugt so ausgestaltet ist, dass in den Doppelstrangabschnitten aus Schutzstrang
und Targetstrang eine oder mehrere Fehlpaarungen auftreten, und/oder
wobei der Schutzstrang in einem Uberschuss von mindestens 2:1, bevorzugt 3:1, 4:1, 5:1, 9:1 oder 10:1 hin-
zugefigt wird.

8. Verfahren nach einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass der Redoxmarker, der
selektiv mit der Doppelbindung der Pyrimidinringe der Nukleinsaurestrange reagiert und eine elektroanalytisch
nutzbare Redoxreaktion an Arbeitselektroden ermdglicht, ein Osmium(VIIl)-Komplex ist, bevorzugt [OsO 4(bipy)
1 oder [OsO,4(py).]

9. Verfahren nach einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die Nukleinsauren in
der Probe RNA und/oder DNA sind.

10. Verfahren nach einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die Nukleinsduren in
der Probe vor der Denaturierung in Schritt a) in kiirzere Abschnitte geteilt werden, z. B. von jeweils 100 bis
5000 Basenpaaren, vorzugsweise 500 bis 2000 Basenpaaren, wobei dies optional mit Nuklease-Behandlung
oder Restriktionsendonuklease-Behandlung erreicht werden kann.

11. Verfahren nach einem der vorherigen Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass die Verdrangung der
Schutzstrange durch die immobilisierten Sondenstrange bei einer Temperatur erfolgt, die optimal fur die ther-
misch stringente Hybridisierung von Sonden- und Targetstrangen ist, wobei die Sondenstrange bevorzugt an
einer beheizten Elektrode immobilisiert sind, wobei optional mehrere unterschiedliche Sonden verwendet wer-
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den, die an unterschiedlichen selektiv beheizten Elektroden immobilisiert sind, um wahrend der Hybridisierung
und/oder Messung die flir jede Sondensequenz jeweils optimale Temperatur einzustellen.

12. Verfahren nach einem der vorherigen Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass zwischen Schritt ¢)
und d) die Oberschissigen Redoxmarker aus der Analysenldsung entfernt werden, z. B. durch Dialyse oder
Filtration.

13. Verfahren nach einem der vorherigen Anspriche, dadurch gekennzeichnet, dass zwischen Schritt ¢)
und d) die Uberschissigen Redoxmarker aus der Analysenldsung nicht entfernt werden, sondern in der Probe
verbleiben, wobei die elektrochemischen Signale des oberflachlich gebundenen Osmiums von den Signalen
des in Losung befindlichen Osmiums bei der Detektierung durch geeignete elektrochemische Analyseverfah-
ren, vorzugsweise durch Chronocoulometrie oder Chronopotentiometrie, voneinander getrennt werden.

14. Vorrichtung zur Durchfihrung eines Verfahrens nach einem der vorstehenden Anspriiche, umfassend
ein FlieBsystem, in welchem die Schritte des Verfahrens nacheinander stattfinden kdnnen, wobei es in dem
FlieRsystem heizbare Abschnitte zur thermischen Denaturierung sowie kithlbare Abschnitte zur schnellen Kiih-
lung der Probe gibt.

15. Vorrichtung nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass sie als elektrochemischen Detektor zum
elektroanalytischen Nachweis der an den Sondenstrangen hybridisierten Nukleinsaurestrange ein Array aus
unterschiedlichen selektiv heizbaren Arbeitselektroden umfasst, wobei an den Arbeitselektroden unterschied-
liche Sonden immobilisiert sind.

Es folgt ein Blatt Zeichnungen

12/13



DE 10 2011 114 984 B3 2012.11.22

Anhidngende Zeichnungen

Fig. 1
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